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1 Einleitung
In Deutschland erblinden jährlich rund 17 000 Menschen, was für die Betroffenen einen be-
trächtlichen Verlust an Lebensqualität darstellt. Dafür mit hauptursächlich sind die degenerati-
ven Netzhauterkrankungen. Unter diesem Begriff werden alle Krankheitsbilder zusammenge-
fasst, die mit einem Absterben der verschiedenen Zellen der Netzhaut einhergehen. Es werden
zwei Hauptformen unterschieden: die diffusen Netzhautdegenerationen (Retinitis pigmento-
sa, Chorioideremie, u.a.) und die lokalisierten Netzhautdegenerationen (altersabhängige Ma-
kuladegeneration, u.a.). Die trockene Form der altersabhängige Makuladegeneration (AMD)
versucht man durch Optimierung der Blutdruck- und Kreislaufsituation, Nikotinverzicht und
Diäten zu therapieren. Möglicherweise zeichnet sich ein neuer Therapieansatz für Patienten
mit trockener AMD ohne Therapiealternive ab. Dabei wird die Rheopherese eingesetzt. Dies
ist eine besondere Form der Apherese, wobei durch doppelte Plasmafiltration die Mikrozirku-
lation des Blutes verbessert werden soll. Die klinische Studie von Koss et al.29 liefert Hinweise
für die therapeutischeWirksamkeit dieser Methode. Für die feuchte Form der AMD gibt es ne-
ben den herkömmlichen Therapien, wie der Laserkoagulation, neue Therapieansätze durch die
Angiogenesehemmer Ranibizumab (Lucentis®) und Bevicazumab (Avastin®). Dadurch kann
die Erblindung hinausgezögert werden48. Die meisten Formen der Retinitis pigmentosa führen
jedoch auch unter den heutigen Therapien unaufhaltsam zur Erblindung.
Ein neuer erfolgversprechender Therapieansatz für diese Patienten stellt die Retinaprothese
dar, die im Projekt RETINA-IMPLANTAT entwickelt und erforscht wird. Das Projekt glie-
dert sich in einen subretinalen und in einen epiretinalen Studienarm, wobei hier nur über den
epiretinalen Arm gesprochen wird.
1.1 Das Projekt RETINA-IMPLANTAT
In dem Projekt RETINA-IMPLANTAT wird eine elektronische Langzeitprothese entwickelt,
die eine visuelle Wahrnehmung bei erblindeten Patienten ermöglichen soll. Diese Prothese
besteht aus einem Stimulator-Chip in einer perforierten Stimulatorhülle aus Silikon und ei-
nem Empfängermodul. Das Empfängermodul erhält von der Kamera in einer Brille das Um-
gebungsbild, verarbeitet es und gibt die Informationen über ein Polyimid-Kabel an den Sti-
mulatorchip weiter (Abbildung 1.1). Dabei werden von dem Chip intakte Ganglienzellen sti-
muliert. Die Prothese wird epiretinal im Bereich der Makula platziert, wobei die biologische
Befestigung des Implantats auf einer lokal begrenzten Proliferation retinaler Gliazellen in die
perforierte Stimulatorhülle basiert.
In Langzeit-Tierversuchen wird die Bioverträglichkeit der aus Silikon bestehenden Stimula-
torhülle getestet. Dafür wird die Stimulatorhülle in jeweils eines von zwei Katzen-, Schweine-,
Minipig- oder Kaninchenaugen implantiert und über verschiedene Zeiträume im Individuum
belassen. Danach wird das Tier getötet und beide Augen werden enukleiert. Das Auge oh-
ne Implantat dient als Negativkontrolle für das Auge mit Implantat. Beide Augen werden in
1
1.1. Das Projekt RETINA-IMPLANTAT
Technovit® eingebettet und histologisch aufgearbeitet (Abbildung 1.2). Andere Arbeitsgrup-
pen des Projektes entwickeln parallel unter anderem das Mikroelektrodenarray. Mittlerweile
wurde die Funktionstüchtigkeit einer drahtlosen Retinaprothese anhand von neurologischen
Aktivierungsmustern imVisuellen Kortex einer Katze gezeigt55. Weiterhin wurden erste draht-
lose Retinaprothesen (EpiRet III-System) beim Menschen implantiert54.
Abbildung 1.1: Schema der Langzeitprothese bestehend aus Retina Stimulator und Empfänger-
modul inclusive Encoder und Kamera (in eine Brille eingebaut).
Abbildung 1.2: In Technovit® 8100 eingebettetes Kaninchenauge mit Silikon-Kapsel. Mit freund-
licher Genehmigung von Dr. rer. nat. Stefanie Kämpf, Institut für Pathologie der
Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen. Maßstab: 5mm
2
2 Theoretische Grundlagen
2.1 Allgemeiner Aufbau der Retina
Die Retina (Netzhaut) gliedert sich in eine Pars optica retinae (sehende Retina) und eine Pars
coeca (blinde einschichtige epitheliale Netzhaut). Die Pars optica retinae grenzt sich durch
einen zackigen Rand, die Ora serrata, gegen die Pars coeca, den blinden Überzug von Zili-
arkörper und Iris ab. Nur an der Ora serrata und im Bereich des Discus nervi optici ist die
sehende Retina an ihrer Unterlage (Choroidea) befestigt. Im übrigen Bereich liegt sie lose auf
und wird vom Quellungsdruck des von ihr umschlossenen Corpus vitreum an das Pigmente-
pithel angedrückt. Die Pars optica retinae ist das Sinnesepithel, welches Lichtreize empfängt,
in elektrische Erregung umwandelt und weiterleitet. Diese Erregungsleitung beginnt in den
Photorezeptoren (1. Neuron) und setzt sich über bipolare Ganglia retinae (2. Neuron) auf die
Ganglia nervi optici (3. Neuron) fort, deren Neuriten als Nervus opticus den Bulbus verlassen.
An sich besteht die Retina aus 10 Schichten, auf die im folgenden eingegangen wird (Abbil-
dung 2.1).
Lamina limitans interna
Stratum neurofibrarum
Stratum ganglionare
 Stratum plexiforme internum
Stratum nucleare internum
Stratum plexiforme externum
Stratum nucleare externum
Lamina limitans externa
Photorezeptoren
Retinales Pigmentepithel
ChoroideaBruchsche Membran
As
Mi
MuHo
BiBi Bi
Ho
AmAm
Mi
Abbildung 2.1: Schema der retinalen Schichten und Zelltypen modifiziert nach Rodieck45.
(Mu–Müllerzelle, As–Astrozyt, Mi–Mikroglia, Am–Amakrine Zellen,
Bi–bipolare Zellen, Ho–horizontale Zellen).
Den Abschluss zum Glaskörper (Vitreous) bilden die Endfüßchen der Müllerzellen, die
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sich zur Lamina limitans interna (LLI) formieren. Im sich anschließenden Stratum neurofibra-
rum (SNF) laufen die Axone der Ganglienzellen teilweise gebündelt zusammen zu ihrer Aus-
trittsstelle aus dem Augapfel, dem Discus opticus. Zur besseren Transparenz sind die Axone
marklos. Erst im Nervus opticus erhalten sie eine Nervenscheide. Im folgenden Stratum gan-
glionare (SGN) liegen die Somata der Ganglia nervi optici (Ganglienzellen). Ihre Dendriten
verzweigen sich hauptsächlich mit den bipolaren und amakrinen Zellen, aber auch horizontal
untereinander. Das SGN erreicht seine maximale Dicke um die Stelle des schäfsten Sehens,
der Macula oder auch Fovea centralis. Das Stratum plexiforme internum (SPI) entsteht durch
die Vernetzung der Neurone der bipolaren und amakrinen Zellen mit den Dendriten der Gan-
glienzellen. Vereinzelt liegen hier auch Somata von Ganglia nervi optici und von amakrinen
Zellen. Die Hauptmasse der Somata der Bipolar-, Horizontal-, Amakrin- und Müllerzellen
bildet jedoch eine eigene Schicht, das Stratum nucleare internum (SNI). Die horizontalen und
amakrinen Zellen dienen nicht nur der Reizweiterleitung, sondern auch der Reizverarbeitung
durch horizontale Verschaltungen. Es schließt sich das Stratum plexiforme externum (SPE) an.
Diese Schicht wird von den Synapsen zwischen den Endkolben der Photorezeptoren (PHR)
und den Dendriten der Zellen des SNI gebildet. Die PHR werden in Stäbchen und Zapfen un-
terteilt. Die Stäbchen sind eher zylindrisch geformt und dienem dem skotopischen oder auch
Dämmerungssehen. Die Zapfen hingegen dienen dem farbigen und scharfen Sehen (photopi-
sches Sehen). Beide Photorezeptorentypen bestehen aus einem Außen- und Innenglied und
dem dazwischen liegenden Verbindungsglied. Die Verteilung sowie die Form und Größe der
beiden Rezeptortypen variieren je nach Spezies und Retinaareal. Die in den Innengliedern der
PHR liegenden Zellkerne bilden das Stratum nucleare externum (SNE). An der Fovea centra-
lis ist diese Schicht am dicksten und verjüngt sich zur Peripherie hin. Die sich anschließende
Lamina limitans externa (LLE) liegt zwischen dem Außen- und Innenglied der Photorezepto-
ren und wird von in einer horizontalen Reihe liegenden Zonula adhaerentes gebildet, welche
die Müllerzellen mit den Photorezeptoren verbinden. Die letzte Schicht der Retina stellt das
einschichtige retinale Pigmentepithel (RPE) dar. Seine Zellen sind stark pigmentiert, hexa-
gonal geformt und umschließen mit ihren Fortsätzen die äußeren Teile der Außenglieder der
PHR und deren Zwischenräume. Das RPE hat vier wichtige Funktionen, den Stoffaustausch
zwischen PHR und Choroidokapillaren, die Regeneration des Chromophor des Rhodopsins,
die Abschirmung der Außensegmente der PHR und Phagozytose von Zelldentritus der PHR.
2.1.1 Die Neuroglia der Netzhaut
Neben den oben genannten Zellen und Fasern besitzt die Netzhaut Gliazellen, welche in
Makro- und Mikroglia unterteilt werden. Gliazellen unterscheiden sich von den Nervenzel-
len dadurch, dass sie ihre Teilungsfähigkeit während ihres ganzen Lebens beibehalten.
2.1.1.1 Makroglia
Es gibt zwei Formen von Makroglia in der Retina, Astrozyten und Müllerzellen. Beide stam-
men vom Neuroektoderm ab.
Astrozyten findet man im Stratum neurofibrarum. Es sind sternförmige Zellen mit einem
ca. 10− 20µm großen Soma. Sie haben einen rundlichen chromatinarmen Nucleus, und eine
4
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variable Zahl von dünnen unterschiedlich langen Axonen, die sich in der Peripherie baumför-
mig aufteilen. Astrozyten erscheinen im Elektronenmikroskop relativ hell. Um die retinalen
Blutgefäße bilden sie eine Glia limitans, wobei sie eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
und Ausbreitung der retinalen Gefäße in Abhängigkeit von Sauerstoff spielen12;57. Weiterhin
wird angenommen, dass sie eine Rolle in der Regulation des cerebrovaskulären Tonus spielen.
Damit wäre zumindest auch die Möglichkeit der retinovaskulären Tonusregulation gegeben.37
Müllerzellen sind besonders differenzierte Astrozyten. Sie durchziehen von der Lamina li-
mitans interna bis zur Lamina limitans externa alle Schichten der Retina und füllen mit ihrer
Masse die Lücken zwischen den retinalen Schichten. Ihre Somata liegen im Stratum nucleare
internum. Während Astrozyten im Elektronenmikroskop eher hell erscheinen, sind die Soma-
ta der Müllerzellen elektronendicht. Die Müllerzellen bilden um die Innenglieder der Pho-
torezeptoren Faserkörbe, um die Neuriten schraubenförmige Lamellen und in den plexifor-
men Schichten Zellzwischenräume ausfüllende Fortsätze. Außerdem treten die Müllerzellen
in Kontakt mit Blutgefäßen. Am innigsten ist dieser bei den kleinen Kapillaren, wo die Ba-
salmembran der Müllerzellen und der Kapillaren miteinander verschmilzt und ähnlich den
Astrozyten eine Glia limitans gebildet wird. Damit bilden diese Zellen das Sützgerüst der Re-
tina und spielen eine wichtige Rolle in der Erhaltung der Blut-Retina-Schranke12. Sie dienen
als elektrischer Isolator, können jedoch auch selbst durch das bei einem Erregungsvorgang frei
werdendem Kalium depolarisiert werden und haben dadurch unter anderem Einfluss auf die
Zusammensetzung der extrazellulären Matrix. Durch ihr Reaktions- und Proliferationsvermö-
gen können sich Müllerzellen schnell an veränderte Situationen anpassen, in frei werdende
Räume einwachsen und nach Schädigungen Narbengewebe (eine Gliose) bilden.
2.1.1.2 Mikroglia
Mikroglia sind aus dem Mesoderm über Blutgefäße eingewanderte Zellen und sind Teil des
mononuclearen phagozytären Systems30. In der Retina findet man Mikroglia in geordneten
Strukturen im Stratum plexiforme internum und externum7;26. Anatomisch und funktionell
muss man zwischen ruhenden und aktivierten Zellen unterscheiden. Ruhende Mikroglia sind
kleiner als Astrozyten haben einen länglichen oder dreieckig begrenzten Kern und lange dün-
ne, wellige Fortsätze, die sich peripher noch weiter teilen und welche in Anzahl und Form
variieren. Elektronenmikroskopisch haben sie eine mittlere Dichte40. Diese Fortsätze und So-
maausstülpungen screenen den extrazellulären Raum scheinbar zufällig in kurzer Zeit durch
die Aufnahme und den Transport kleiner Gewebeproben zum Soma hin. Nimmerjahn et al.39
nehmen an, dass das komplette Hirngewebe durch ruhende Mikroglia einmal innerhalb we-
niger Stunden durchgescreent wird. Unter pathologischen Bedingungen verändern Mikroglia
ihren Phänotyp. Die meisten aktivierten Mikroglia haben einen vergrößerten oder unregelmä-
ßig geformten Nucleus und ein dünnes Perikaryon mit kurzen dicken zytoplasmatischen Fort-
sätzen (amöboide Mikroglia). Das Cytoplasma ist elektronendicht und enthält große Mengen
Einschlusskörperchen40. Die vorher scheinbar ungerichtete Aufnahme von Gewebeproben än-
dert sich in eine gezielte Bewegung der Fortsätze hin zum verletzten Gewebe, während die
Zellfortsätze auf der weiter vom Trauma entfernten Seite verschwinden39. Mikroglia verhal-
ten sich ähnlich den Makrophagen im Bindegewebe. Sie können Antikörper präsentieren, an
eine Traumastelle wandern, proliferieren und Zelldetritus phagozytieren.
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2.2 Differenzierung zwischen Gliose und Fibrose
Wie schon erwähnt, können Müllerzellen eine Gliose bilden. Wenn diese Gliose nicht limitiert
ist kann sich daraus eine Fibrose entwickeln. Die biologische Befestigung des Implantates an
der Retina in den Langzeit-Tierversuchen sollte idealerweise über eine Gliose und nicht über
eine Fibrose erfolgen. Deshalb erfolgt hier die Differenzierung zwischen Gliose und Fibrose.
Durch Defekte in der Lamina limitans interna (LLI) beziehungsweise der Retina werden
möglicherweise Müllerzellen und Astrozyten aktiviert, wodurch sie hypertrophieren und pro-
liferieren2;8. Mit ihren Zellausläufern und Tochterzellen verschließen dann die Gliazellen den
Defekt13. Dieser Defektverschluss führt zu einer epiretinalen Zellanhäufung, die man auch als
epiretinale Membran bezeichnet. An der Glaskörperseite bilden diese epiretinalen Membrane-
nen unregelmäßig und auch nur unvollständig Basalmembranen aus8;13. Eine Gliose liegt dann
vor, wenn die epiretinalen Membranen hauptsächlich aus eng gepackten Zellen (Müllerzellen
und Astrozyten) bestehen, deren Zytoplasma kaum mehr als locker gepackte Filamente längs-
ausgerichtete Mikrotubuli und wenige Nucleoli enthält46. Die reine Gliazellmembran darf we-
der kontraktile Eigenschaften besitzen44, noch dürfen Krankheitssymptome beziehungsweise
makroskopisch nachweisbare occuläre Veränderungen vorliegen13. Da Smiddy et al.47 haupt-
sächlich Zellen des retinalen Pigmentepithels (RPE) neben sporadisch vorkommenden Glia-
zellen in idiopathischen epiretinalen Membranen fand, dürfen Zellen des RPE nicht unbedingt
ein Ausschlusskriterium für eine Gliose sein46.
Die Pathogenese der Fibrose im Auge, die zur Retinaablösung infolge der sich kontrahieren-
den Zellen der epiretinalen Membranen führen kann, ist ein mehrstufiger Prozess. Er beginnt
im hinteren Segment des Auges mit einer entzündlichen Reaktion. Der daraus resultieren-
de Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke ermöglicht die Einwanderung und Proliferati-
on von verschiedenen Zellen in die Retina (RPE, Makrophagen, Lymphozyten, Fibroblasten,
Müllerzellen)8;17. Meist nehmen die eingewanderten Zellen vorgebildete gliöse Membranen
als Leitstruktur2. Darum werden auch Gliazellen in fibrösen Membranen gefunden14 und dar-
um sind fibröse Membranen stärker ausgebildet als Gliazellmembranen15. In vitro und in vi-
vo Versuche zeigen, dass Zellen des RPE eine wichtige Rolle bei diesem Prozess spielen4;5.
Durch den Kontakt mit dem Vitreous vollziehen die Zellen des RPE weitreichende metaplas-
tische Veränderungen. Sie werden zu so genannten Myofibroblasten20. Experimentell konnte
nachgewiesen werden, dass aktivierte Müllerzellen und kultivierte Zellen des RPE in der La-
ge sind, kontraktile Proteine wie Aktin zu bilden5. Weiterhin zeigen in vitro Versuche, dass
Zellen, die einen hohen Anteil an Aktin oder Kollagen produzieren, in der Lage sind, extra-
zelluläre Matrix zu kontrahieren. Auch epiretinale Membranen, die aus mehreren Zellarten
(Fibroblasten, Myofibroblasten, RPE, Gliazellen u.a.) bestehen, sezernieren eine extrazellulä-
re Matrix8 und besitzen dadurch kontraktile Eigenschaften. Übersteigt die Zugkraft der epire-
tinalen Membran die Anheftungskraft an der Retina, kommt es zur Retinaablösung. Die Ab-
lösung der Retina führt zu einem weiterem Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke und zu
weiteren Entzündungen, so dass ein circulus vitiosus entsteht2;19. Dadurch kommt der initiale
Wundheilungsprozess nicht zum Stoppen und eine Fibrose entsteht.
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Während der Proliferation verändern die Zellen oft ihren Phänotyp. Es wird vermutet, dass
aus Blutmonozyten, Pigmentepithelzellen, Fibroblasten und Mikroglia Makrophagen entste-
hen können. Weiterhin wird angenommen, dass aus Hyalozyten, Makrophagen, Pigmentepi-
thelzellen, Gliazellen, Gefäßadventitia und aus mesenchymalen Gewebe des Optikus Fibro-
blasten entstehen können56. Da auch phänotypisch veränderte Zellen unter anderem noch ih-
re ursprünglichen Zytoproteine sezernieren, kann man anhand des spezifischen Musters der
zytoskeletalen Proteinexprimierung die ursprüngliche Zelle identifizieren. Retinale Gliazel-
len exprimieren zum Beispiel das saure Gliafaserprotein (GFAP)23. GFAP wurde von Eng et
al.10 aus multiplen Skleroseplaques als Intermediärfilament fibröser Astrozyten isoliert und
wird von verschiedenen Zellen31;41 exprimiert. Als Ausdruck erhöhter Aktivität der Müller-
zellen auf verschiedenste Verletzungen kann eine stark intensivierte Anti-GFAP Färbung der
Müllerzellen über der intravital abgelösten Retina beobachtet werden11;19. Die Müllerzellen
konnten im Gegensatz zu den Kontrollaugen vollständig angefärbt werden, während sich das
Färbemuster über der nicht abgelösten Retina kaum von der bei normaler Retina unterschied.
Auch Vimentin ist wie GFAP ein Intermediärfilament welches in verschiedenen nicht neu-
ronalen und neuronalen Zellen vorkommt6;24. Im Auge färbt das Anti-Vimentin unter ande-
rem die Endfüßchen der Müllerzellen11. Beim laserstimulierten Auge wird zusätzlich noch
das Soma der Müllerzellen gefärbt19;33. Cytokeratin ist ein weiteres Intermediärfilamentpro-
tein1. In Kontrollaugen kann man Cytokeratin im retinalen Pigmentepithel (RPE)24 und in
der Konjunktiva19 nachweisen. Weiterhin exprimieren kultivierte Gliazellen und Fibroblasten
und kultiviertes RPE Cytokeratin53. In experimentell veränderten Retinas konnte man Cy-
tokeratin zusätzlich in den Müllerzellendfüßchen19 nachweisen. Auch Aktin ist ein Protein
des Zytoskeletts. Es ist für die innere Bewegung im Zytoplasma und für die Muskelbewegung
zuständig1. Das Vorhandensein von alpha smooth muscle actin (alpha SMA) ist die Vorausset-
zung für Kontraktionen. So sind kultivierte Schweinemüllerzellen, die alpha SMA enthalten,
in der Lage kollagene Gele zu kontrahieren22;34. Weiterhin wurde alpha SMA in fibroblast li-
ke cells und epiretinalen Membranen nachgewiesen43. Neben den verschiedensten Zellen, ist
die Extrazelluläre Matrix ein Hauptbestandteil von fibrösen epiretinalen Membranen und Kol-
lagen ist neben Elastin der Hauptbestandteil der extrazelluären Matrix1. Die Arbeitsgruppe
von Morino et al.36 konnte Kollagen in allen von ihnen untersuchten epiretinalen Membranen
nachweisen. Daher wurde Anti-Kollagen IV als Marker für die extrazellulare Matrix verwen-
det. Auch Laminin ist ein Bestandteil der Extrazellularen Matrix und dient zur Verankerung
der Zellen in der Basalmembran1. In epiretinalen Membranen konnte Morino et al.36 Laminin
entlang der ILL oder in kleinen Zellgruppen in der Nähe der ILL und von kollagener Ma-
trix nachweisen. Da polyklonales Anti-Laminin im Labor bereitstand, wurde es als weiterer
Marker für die Extrazellulare Matrix verwendet. CD 68 ist ein Oberflächenantigen von Ma-
krophagen. Da die Mikroglia der Retina zu den Makrophagen gehören und Bek et al.6 mit
Anti CD 68 retinale Mikroglia nachweisen konnte, wurde Anti-CD 68 als Marker für diese
Zellen verwendet. Die Ergebnisse der Literaturrecherche für die Antikörperauswahl sind in
Tabelle 2.1 zusammengefasst.
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Antikörper gefärbte Strukturen Literatur
Anti–GFAP Müllerzellendfüßchen bei physiologischer Retina 23;31;41
Müllerzellen über intravital abgelöster Retina 11;19
fibröse Astrozyten 10
Anti–Vimentin Müllerzellendfüßchen bei physiologischer Retina 11
Müllerzellendüßchen und -soma 19;33
bei laserstimulierter Retina
Anti–Cytokeratin retinales Pigmentepithel und Konjunktiva 24;19
Müllerzellendfüßchen bei experimentell 19
veränderter Retina
kultivierte retinale Pigmentepithel-, Gliazellen und 53
Fibroblasten
Anti–Aktin kultivierte Schweinemüllerzellen 22;34
fibroblast like cells, in epiretinalen Membranen 43
Anti–Kollagen epiretinale Membran 36
Anti–Laminin entlang der LLI oder in kleinen Zellgruppen in der 36
Nähe der LLI und von kollagener Matrix,
in epiretinalen Membranen
Anti–CD 68 retinale Mikroglia 6
Tabelle 2.1: Literaturrecherche für die Antikörperauswahl. (LLI–Lamina limitans interna)
2.4 Histologische Aufarbeitung der Gewebe-Implantate
Im Projekt RETINA-IMPLANTAT werden bei den Langzeit-Biokompatibilitäts-
versuchen Biomaterialien der Prothesenhülse in Tieraugen implantiert. Zur histologischen Be-
gutachtung der Gewebe-Implantat-Reaktion verbleiben die Implantate im enukleierten Auge.
Zur weiteren Gewebeaufarbeitung stehen verschiedene Methoden zur Verfügung. So kann
man das Gewebe kryokonservieren oder in Paraffin einbetten. Zellkulturen kann man so-
gar nativ bearbeiten. Die oben genannten Methoden sind für die Beurteilung der Implantat-
Gewebe-Grenzfläche ungeeignet. Beim Schneiden eines zum Beispiel in Paraffin eingebette-
ten Auges mit einer Silikon-Stimulatorhülle wird die Implantat-Gewebe-Grenzfläche zerstört.
Darum benötigt man ein härteres Einbettmedium wie Technovit® Kunststoffe. Weiterhin muss
die Einbettmatrix auch für die Immunhistologie geeignet sein, da diese Methode die Diffe-
renzierung zwischen einzelnen Zellen und Geweben und somit eine Analyse der Gewebe-
Implantat-Reaktion zulässt. Technovit® ist ein Überbegriff für verschiedene Kunststoffe. Hier
werden nur die Technovit® Kunststoffe beschrieben, die für die Einbettung harter Materialien
geeignet sind:
Technovit® 7100, 7200, 8100 und 9100.
Technovit® 7200 wird für die Schliff-Technik zur Einbettung verwendet. Dieser Kunststoff
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dient zur Einbettung von nicht schneidbaren Materialien wie Zähnen21, Knochen25, zemen-
tierten Endoprothesen und Implantaten42. Die Schliffe sind jedoch nur mit Toluidine Blau
färbbar und nicht für die Immunhistologie geeignet.
Technovit® 7100 und 8100 sind Kunststoffe auf Glycolmethacrylatbasis für die Dünn- und
Semidünnschnitttechnik. Der Unterschied zwischen beiden Kunststoffen ist der Zusatz von
Hydrochinonmonomethylether bei Technovit® 8100 um die spontane Polymerisation zu ver-
zögern. Beide Technovit® Kunststoffe sind für die Einbettung kleiner Organbiopsien geeignet.
Dabei werden in Technovit® 7100 z.B. Pankreas-16 und Darmgewebe38, Rückenmark18, Kno-
chenmark27, Gefäße32, das Ligamentum vocale49, Mausembryos50, Zähne58 und pflanzliche
Bestandteile35, in Technovit® 8100 Knochen28 eingebettet. Technovit® 7100 kann vielfältig
gefärbt werden, aber der Kunststoff ist nicht für die Immunhistologie geeignet, da er nicht an-
tikörpergängig ist. Bei Technovit® 8100 hingegen ist die Immunhistologie neben allen anderen
Färbungen möglich.
Technovit® 9100 ist ein Kunststoff auf Methylmethacrylbasis mit Hydrophilierungsmit-
tel. Dieser Kunststoff ist für zwei Verarbeitungstechniken verwendbar. Zum einen für die
Hartschnitt-Technik zur Einbettung von Zähnen3, Beckenkammbiopsien und Knochengewe-
be51. Zum anderen für die Trenn- und Dünnschliff-Technik für Zahnkiefer mit Implantaten
und nicht zementierte Endoprothesen. Eine Kombination von beiden Techniken erlaubt die
Beurteilung von Grenzflächen und deren Umgebung und soll bei Metallimplantaten und ze-
mentierten Endoprothesen Anwendung finden9. Wie Technovit® 8100 ist auch Technovit®
9100 für immunhistologische Färbungen geeignet. Deshalb wird mit diesen beiden Kunststof-
fen gearbeitet.
2.5 Aufgabenstellung und Ziele
Über die Technik der Immunhistologie mit in Technovit® eingebettetem Gewebe existiert au-
ßer der Produktinformationen von Technovit® 810052 keine Literatur.
Die Aufgabe bestand darin, die Immunhistologie für in Technovit® 8100 und 9100 einge-
bettete physiologische Kaninchen- und Schweineaugen ohne Implantate zu etablieren, um so
eine immunhistologische Charakterisierung von Retina-Implantat-Scaffolds zu ermöglichen.
Dazu wurden unveränderte Kaninchen- Schweine- und Minipigaugen in Paraffin, und norma-
le Augen von Kaninchen und Schwein in Technovit® 8100 und 9100 eingebettet. Von den
eingebetteten Augen wurden jeweils 2µm dicke Schnitte angefertigt und diese immunhisto-
chemisch gefärbt. In Paraffin eingebettetes Gewebe wurde deshalb verwendet, da diese Fär-
beergebnisse die bei histologischen Beurteilungen angestrebte Qualität besitzen. Somit waren
die Ergebnisse der in Paraffin eingebetteten Augen die Positivkontrolle (Kontrollaugen) für die
Versuche mit in Technovit® eingebetteten Augen (Testaugen). Um fibröse und gliöse Antikör-
permarker an einem Beispiel testen zu können, wurde zusätzlich ein laserstimuliertes fibröses
Kaninchenauge (RI014/02) immunhistochemisch gefärbt.
Mit dieser Dissertation soll gezeigt werden, dass die Immunhistologische Charakterisierung
von in Technovit® 8100 und 9100 eingebettetem Gewebe möglich ist und im Vergleich zu in
Paraffin eingebettetem Gewebe qualitativ hochwertige Ergebnisse erreicht werden können.
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3.1 Materialien
3.1.1 Substanzen für Puffer und Färbelösungen
Natriumclorid Merck, Darmstadt (1.06404)
Natriumbishydrogenphosphat-Monohydrat Merck, Darmstadt (1.06580)
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck, Darmstadt (1.06346)
Triton X-100 Merck, Darmstadt (1.08603)
Aqua bidest. Eigene Destillation
Glucose Sigma, München (G-6152)
Formalin Apotheke der RWTH-Aachen
Ammoniumchlorid Merck, Darmstadt (1145)
Diaminobenzoesäure (DAB) Sigma, München (D-5637)
Glucose Oxidase Sigma, München (G-6891)
3.1.2 Substanzen für die Fixierung des Gewebes
Formalin 100% (Pulver) Apotheke der RWTH-Aachen
Aqua bidest. Eigene Destillation
neutral gepuffertes Formalin nach Lilly siehe Puffer und Lösungen
Spritze Braun, Melsungen (Vertrieb: Amela,
Limburg (302030))
Kanüle 0,9mm × 40mm Terumo Europe, Leven Belgien (0179)
Zuschneideklingen Feather, Japan (Vertrieb: PFM, Köln)
3.1.3 Substanzen für die Einbettung des Gewebes
3.1.3.1 In Paraffin
Alkohol Apotheke der RWTH-Aachen
Aqua bidest. Eigene Destillation
Histoklier® (Xylolersatzstoff) Vogel GmbH & Co KG
Paraplast (Paraffin) Vogel GmbH & Co KG
Tissue TEC-Kapseln (Einbettungskassetten) Vogel GmbH & Co KG
Ausgießförmchen Vogel GmbH & Co KG
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3.1.3.2 In Technovit® 8100
Glucose Sigma, München (G-6152)
Aceton Apotheke der RWTH-Aachen
Technovit® 8100 Basislösung Heareus Kulzer, Hanau
Technovit® 8100 Härter I Heareus Kulzer, Hanau
Technovit® 8100 Härter II Heareus Kulzer, Hanau
Technovit® 7210 VLC Heareus Kulzer, Hanau
(Präzisionskleber)
Parafilm® American National Can®, Chicago
Einbettgefäß Sarstedt
3.1.3.3 In Technovit® 9100
Alkohol Apotheke der RWTH-Aachen
Histoklier® Vogel GmbH & Co. KG
Technovit® 9100 Basislösung Heareus Kulzer, Hanau
Technovit® 9100 Härter I Heareus Kulzer, Hanau
Technovit® 9100 Härter II Heareus Kulzer, Hanau
Technovit® 9100 PMMA-Puder Heareus Kulzer, Hanau
Technovit® 9100 Regulator Heareus Kulzer, Hanau
Bechergläser (zwei 600 ml Schott duran®, Mainz
und ein 1000 ml)
Braunglasflaschen (drei) Schott duran®, Mainz
Messkolben (50 ml) Schott duran®, Mainz
Technovit® 7210 VLC Heareus Kulzer, Hanau
(Präzisionskleber)
Aluminiumflolie Vogel GmbH & Co. KG
Parafilm® American National Can®, Chicago
Schnappdeckelgläschen Schott duran®, Mainz
3.1.4 Substanzen für die Beschichtung der Objektträger
Poly-L-Lysin Sigma, München (P-8920)
Pasteurpipette Brand, Wertheim (747720)
Deckgläschen Engelbrecht, Edermünde
Objektträger mit Mattrand Engelbrecht, Edermünde
Aqua bidest. Eigene Destillation
Ethanol Apotheke der RWTH-Aachen
Aluminiumfolie Vogel GmbH & Co. KG
Aceton Apotheke der RWTH-Aachen
3-(Triethoxysilyl)-Propylamin (Silan) Merck, Darmstadt (821619)
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3.1.5 Geräte
Digital Camera KY-F70B JVC, Friedberg (Deutschland GmbH)
Einbettautomat VIP 2000 Vogel GmbH & Co KG
Exikator Schott duran®, Mainz
Thermischer Magnetrührer MR 2002 Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Schwabach
Mikroskop Polyvar Jung, Heidelberg
Rotationsmikrotom Leica RM 2165 Leica, Wetzlar
Schlittenbahnenmikrotom HM 40 Jung, Heidelberg
UV-Lampe Exakt, Norderstedt
Vakuumpumpe Bosch, Reutlingen
Inkubator Memmert GmbH & Co KG, Schwabach
3.1.6 Substanzen zum Schneiden der eingebetteten Augen
Alkohol Apotheke der RWTH-Aachen
Kisol-Folie Medim Histotechnologie
Gießen GmbH & Co. KG
Filterpapier Vogel GmbH & Co. KG
Roller Vogel GmbH & Co. KG
Schraubzwinge Jansen-Eisenjansen GmbH & Co KG
Microtomklingen Feather, Japan (Vertrieb: PFM, Köln)
3.1.7 Substanzen für die Immunhistologischen Färbungen
Xylol Apotheke der RWTH-Aachen
Methanol Apotheke der RWTH-Aachen
2-Methoxyethylacetat Merck, Darmstadt (806061)
Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt (1.07209)
Alkohol Apotheke der RWTH-Aachen
Trypsin Sigma, München (T-7168)
NGS Sigma, München (G-9023)
NHS Vector (PKt 6102)
BSA Sigma, München (A-7030)
Glycerin für die Merck, Darmstadt (1.04095)
Fluoreszenzmikroskopie
Aqua bidest. Eigene Destillation
Meyers Hämalaun Merck, Darmstadt
DAB Vector Kit Vector (PKt 6102)
(inklusive biotinylierter Antikörper, Avidin, Biotin)
Vitroclud® R. Langenbrink, Emmendingen
Coverplates Life Science International GmbH
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3.1.8 Antikörper für die Immunhistologischen Färbungen
Anti-Aktin mouse monoklonal Dako, Hamburg (M-0635)
Anti-CD 68 monoklonal Dako, Hamburg (M-0718)
Anti-Kollagen IV mouse monoklonal Sigma, München (C-1926)
Anti-Cytokeratin mouse monoklonal Sigma, München (C-9687)
Anti-GFAP mouse monoklonal Dako, Hamburg (M-0761)
Anti-GFAP mouse monoklonal Sigma, München (G-3893)
Anti-Laminin rabbit polyklonal Sigma, München (L-9393)
Anti-Vimentin mouse monoklonal Sigma, München (V-5255)
Anti-Vimentin mouse monoklonal Sigma, München (V-6630)
Anti-rabbit IgG swine Dako, Hamburg (P-0399)
Anti-mouse IgG rabbit Dako, Hamburg (P-0260)
Alexa Flour® 488 mouse monoklonal Mobitec, (A-11029)
FITC Anti-mouse Sigma, München (F-5262)
FITC Anti-rabbit Sigma, München (F-0511)
3.1.9 Bildverarbeitungsprogramme
Adobe Photoshop Adobe, San Jose Californien (USA)
Corel Draw 10 Corel®, Dellas Texas (USA)
Diskus 4.30.20 Leica, Wetzlar
Inkscape 0.46 Free software Foundation Inc.
Boston (USA), www.incscape.org
Gimp 2.6.1 Free software, www.gimp.org
3.1.10 Herkunft der Versuchstieraugen
Für die immunhistologischen Färbungen wurden Augen vom Hausschwein, vom Minipig
der Rasse Göttinger Minipig, und vom Kaninchen der Rasse Masthybriden verwendet. Die
Schweine-, sowie auch die Kaninchenaugen stammen vom Schlachthof Aachen. Die Tiere
wurden dort ordungsgemäß nach § 4a des Tierschutzgesetzes und nach der Tierschutzschlacht-
verordnung (BGBl I, S. 405, 855, 1215, 2392) von einer sachkundigen Person zuerst narko-
tisiert und anschließend getötet. Erst danach erfolgte die Entnahme der Augen. Das Minipig-
auge und das Kaninchenauge (RI014/02) stammen vom Epiret-Arm des Projektes RETINA-
IMPLANTAT aus der Arbeitsgruppe 3 - Biokompatibilität von Herrn PD Dr. Thomas Laube
der Universitätsaugenklinik Essen. Die Tiere wurden dort von examinierten Tierpflegern nach
den geltenden Richtlinien „Guide for the Care and Use of Laboratory Animals“ des National
Institute of Health (Veröffentlichung Nummer 85–23, überarbeitet 1985) unter Einhaltung der
zirkadianen Rhythmik betreut und waren in Versuchsreihen eingebunden. Die Versuchstiere
wurden zuerst narkotisiert und dann getötet. Anschließend erfolgte die Entnahme der Augen.
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3.2 Methoden
3.2.1 Puffer und Lösungen
Phosphatpuffer (PB)
• Für eine 0, 1mol Lösung:
0, 08mol Na2HPO4 · 2 H2O
0, 02mol NaH2PO4 · H2O
ad 1000ml Aqua bidest.; pH 7,4 einstellen
Phosphatpuffer Saline (PBS)
• Für eine 0, 05mol Lösung:
0, 05mol Na2HPO4 · 2H2O
0, 137mol NaCl
ad 1000ml Aqua bidest.; pH 7,4 einstellen
PBS mit Triton (PBST)
• Für eine 0,1% (v/v) Lösung PBST:
0, 004mol Triton X-100 in 1000ml PBS 0, 05M lösen
Neutral gepuffertes Formalin nach Lilly
• Für einen Liter:
0, 029mol NaH2PO4 · H2O
0, 037mol Na2HPO4 · 2 H2O
0, 0012mol Formalin (HCOH) - erst am Ende zugeben
ad 1000ml Aqua bidest.; pH 7,4 einstellen
DAB-Färbelösung
• Menge für einen Objektträger
3, 33 · 10−5mol Glucose (C6H12)
2, 24 · 10−5mol NH4Cl
7, 57 · 10−6mol DAB
5, 65 · 1013mol (3µl) Glucose Oxidase ad 3ml PB 0, 1M
• Färbelösung erst kurz vor der Färbung ansetzen, da die Farbreaktion nach circa 30− 45min
vorbei ist.
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3.2.2 Fixierung der Kaninchen-, Schweine- und Minipigaugen
Die Fixierung ist zur Konservierung des Gewebes notwendig. Formalinhaltige Fixierungsmit-
tel quervernetzen dabei die Proteinstrukturen. Dadurch werden einige Antigenbindungsstellen
maskiert. Diese Vorgänge können jedoch teilweise wieder rückgängig gemacht werden.
Zur Fixierung Für die Einbettung in Paraffin und Technovit® 8100 wird der Augenbecher
mittels einer Spritze mit Formalin 2% in Aqua bidest. (w/v) gefüllt, während um das so gefüllte
Auge Formalin 4% in Aqua bidest. (w/v) gegeben wird. Auf diese Weise lässt man das Auge
1− 2Tage durchfixieren. Anschließend wird das Auge mit dem Zuschneidemesser kallotiert.
Bei nicht sofortiger Weiterverarbeitung kann das Auge in PBS unter Luftabschluss maximal
3Wochen bei Raumtemperatur gelagert werden.
Für die Einbettung in Technovit® 9100 wird statt Formalin 2% bzw. 4% in Aqua bidest.
(w/v) neutral gepuffertes Formalin nach Lilly verwendet. Das Auge sollte sofort nach der
Kallotierung weiterverarbeitet werden.
3.2.3 Einbettung der Kaninchen-, Schweine- und Minipigaugen
In Paraffin: Das fixierte und kallotierte Auge wird verschlossen in einer Tissue TEC-Kapsel
4 Stunden bei Raumtemperatur mit Leitungswasser gewässert. Danach wird die Tissue TEC-
Kapsel in den Einbettautomaten VIP 2000 gelegt. Dieser entwässert mit der aufsteigenden Al-
koholreihe wobei die einzelnen Alkoholkonzentrationen (50%, 70%, 80%, 96%, 100%, 100%
in Aqua bidest. (v/v)) jeweils bei Raumtemperatur 1, 5 Stunden einwirken. Anschließend ent-
fernt der Einbettautomat VIP 2000 den Alkohol mit dem Intermedium Histoklier® (einem
Xylolersatzstoff) bei Raumtemperatur für 1, 5 Stunden und endet in Paraplast. Die Inkubation
in Paraplast erfolgt einmal bei 60 ◦C für 1, 5 Stunden und ein zweites Mal bei 60 ◦C bis zum
nächsten Morgen. Zur Weiterverarbeitung wird die Tissue TEC-Kapsel aus dem Einbettauto-
maten genommen geöffnet und die obere Hälfte abgebrochen. Das kallotierte Auge wird mit
der Schnittfläche nach unten in ein mit flüssigem Paraplast gefülltes Ausgießförmchen gege-
ben und die übrige Hälfte der Tissue TEC-Kapsel dort aufgelegt. Nun lässt man das Material
so lange erkalten bis sich das Ausgießförmchen löst und man den Paraffinblock entnehmen
kann.
In Technovit® 8100: Das fixierte und kallotierte Auge wird zum Auswaschen des Formalins
in Glucose 6,8% in Aqua bidest. (w/v) gegeben. Anschließend wird das Auge in Aceton 100%
für 1 Stunde entwässert. In dieser Zeit kann man die Infiltrationslösung ansetzen. Dafür gibt
man in ein 250ml Becherglas 100ml Basislösung und ein Päckchen Härter I (0, 6 g). Die In-
filtrationslösung ist bei 4 ◦C maximal 4Wochen haltbar. Anschließend erfolgt die Infiltration
der Augen mit der Infiltrationslösung für 6− 12 Stunden bei 4 ◦C. Danach wird das Auge
am Boden des Gefäßes mit dem Präzisionskleber 15min unter der UV-Lampe fixiert. Wäh-
renddessen kann man die Polymerisationslösung ansetzen. Dazu gibt man zu 15ml frischer
Infiltrationslösung 500µl Härter II. (Die Lösung sollte innerhalb 15min verbraucht und ge-
kühlt werden, da sie bei Raumtemperatur unter Wärmeentwicklung auspolymerisiert.) Mit der
Polymerisationslösung wird das Auge bedeckt und 2− 3min unter der Vakuumpumpe entlüf-
tet. Danach füllt man das Gefäß randvoll auf und verschließt es sofort luftdicht mit Parafilm®.
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Die Polymerisation dauert ca. 24 Stunden bei 20 ◦C. Nach der Entfernung des Gefäßes wird
der Kunststoffblock noch 3− 4Tage an der Luft oder imWärmeschrank bei 37 ◦C getrocknet,
bevor man ihn schneiden kann.
In Technovit® 9100: Das fixierte und kallotierte Auge wird unter fließendem Wasser für
24 Stunden bei Raumtemperatur gewässert. Danach erfolgt die Entwässerung mit der Auf-
steigenden Alkoholreihe. Innerhalb von 48 Stunden wird die Konzentration des Alkohols von
70% auf 96% jeweils in Aqua bidest. (v/v) gesteigert. Während anschließend das Auge in
100%-tigem Alkohol für 3Tage verbleibt. Nun erfolgt die Entfernung des Alkohols zuerst
mit reinem Histoklier® (einem Xylolersatzstoff) für 24 Stunden bei Raumtemperatur und an-
schließend mit einem Gemisch 1 : 1 aus Histoklier® und Basislösung (Das Gemisch ist bei
Raumtemperatur unbegrenzt haltbar.) ebenfalls für 24 Stunden bei Raumtemperatur. Inzwi-
schen wird die Präinfiltrationslösung angesetzt. Dafür gibt man in ein mit Aluminiumfolie
umwickeltes 600ml Becherglas 200ml Basislösung und ein Päckchen Härter I (1 g). (Die Lö-
sung ist bei Raumtemperatur 1Woche haltbar.) Im Anschluss erfolgt die Präinfiltration der
Augen mit der Präinfiltrationslösung für 3− 8 Stunden bei Raumtemperatur. Währenddessen
wird die Infiltrationslösung angesetzt. Dafür gibt man in ein mit Aluminiumfolie umwickel-
tes 600ml Gefäß ca. 200ml Basislösung und 20 g PMMA-Pulver. Dieses Gemisch lässt man
unter demAbzug im Dunkeln ca. 1 Stunde mit einemMagnetrührer rühren, bis die Lösung klar
ist. Danach werden zwei Päckchen Härter I (2 g) dazugegeben. Die Lösung wird im Dunklen
weitergerührt, bis sie wieder klar ist und danach mit Basislösung für Technovit® 9100 auf
250ml aufgefüllt. Die fertige Infiltrationslösung wird in eine Braunglasflasche umgefüllt. (Die
Lösung ist bei 4 ◦C ca. 1Woche haltbar.) Die Infliltration erfolgt mit der Infiltrationslösung
für 12− 24 Stunden bei Raumtemperatur. Nach der Infiltration wird das Auge am Boden des
Gefäßes mit dem Präzisionskleber 15min unter der UV-Lampe fixiert. Für die anschließende
Polymerisation muss das Polymerisationsgemisch angesetzt werden. Dafür benötigt man die
Stammlösungen A und B, welche schon am Vortag fertig sein müssen. Die Stammlösung A
wird genauso wie die Infiltrationslösung angesetzt. Aber in einem 1000ml Becherglas mit
400ml Basislösung, 80 g PMMA-Pulver und vier Päckchen (4 g) Härter I. Anschließend wird
die Lösung auf 500ml mit der Basislösung aufgefüllt und danach in eine Braunglasflasche
umgefüllt. (Die Lösung ist bei +4bis −20 ◦C ca. 2Wochen haltbar.) Die Stammlösung B
wird in einem 50mlMesskolben angesetzt. Dafür gibt man zu 30ml Basislösung 4ml Härter
II und 2ml Regler. Danach wird die Lösung auf 50ml mit Basislösung aufgefüllt, auf dem
Magnetrührer 10min gerührt und in eine Braunglasflasche umgefüllt. Die Stammlösung B
muss vor dem Verwenden im Exikator bei 4 ◦C einen Tag vorgekühlt werden. (Die Lösung
ist bei +4bis −20 ◦C ca. 2Wochen haltbar.) Für die nun folgende Polymerisation werden
Stammlösung A und B im Verhältnis 9 : 1 gut gemischt (=Polymerisationsgemisch). Damit
wird im Anschluss das Auge bedeckt und 2− 3min unter der Vakuumpumpe entlüftet. Da-
nach füllt man das Schnappdeckelgläschen randvoll auf und verschließt es sofort luftdicht
zuerst mit Parafilm® und anschließend mit dem Schnappdeckel. Die Polymerisation dauert
ca. 3− 5Tage bei −20 ◦C. Danach wird das Gefäß entfernt. Der Kunststoffblock kann sofort
verarbeitet werden. Die Arbeitsschritte sind in Tabelle 3.1 und Tabelle 3.2 zusammengefasst.
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Schritt Materialien Zeit
1. Wässern fließendes Leitungswasser 24 Stunden
2. Entwässern Aufsteigende Alkoholreihe 48 Stunden
70%, 80%, 90%, 96% ad Aqua bidest. (v/v)
100% 3Tage
3. Alkoholentfernung Histoklier® 24 Stunden
4. teilweise Entfernung Histoklier® : Basislösung > 24 Stunden
des Histokliers® für Technovit® 9100 = 1 : 1
5. Präinfiltration Präinfiltrationslösung 3− 8 Stunden
für Technovit® 9100
6. Infiltration Infiltrationslösung 12− 24 Stunden
für Technovit® 9100
7. Polymerisation Polymerisationslösung 3− 5Tage
Stammlösung A : Stammlösung B = 9 : 1 bei −20 ◦C
Tabelle 3.1: Übersicht zur Einbettung in Technovit® 9100. (Bis auf die Polymerisation erfolgen
alle Schritte bei Raumtemperatur.)
Basislösung PMMA- Härter I Härter II Regler Lagerung;
Pulver Haltbarkeit
Präinfiltra- 200ml 1 g Raumtemperatur;
tionslösung 1 Woche
Infiltra- ad 250ml 20 g 2 g +4 ◦C;
tionslösung 1 Woche
Stamm- ad 500ml 80 g 4 g +4− −20 ◦C;
Lösung A 2 Wochen
Stamm- ad 50ml 4ml 2ml +4− −20 ◦C;
lösung B 2 Wochen
Tabelle 3.2: Verarbeitung vonTechnovit® 9100 modifiziert nach der Gebrauchsinformation für
Technovit® 9100 NEU
3.2.4 Beschichten der Objektträger
Die Beschichtung dient der besseren Haftung der Gewebeschnitte auf dem Objektträger. An-
sonsten würden diese bei den Färbeprozeduren abschwimmen.
Mit Poly-L-Lysin für die Paraffin- und Technovit® 8100 Schnitte: Zum Beschichten des
Objektträgers mit Poly-L-Lysin gibt man einen Tropfen der Lösung mit einer Pasteurpipet-
te auf den Objektträger, streicht ihn mit einem Deckgläschen aus und lässt die Schicht bei
Raumtemperatur trocknen. Die Objektträger sind unbegrenzt bei Raumtemperatur lagerbar.
Mit Silan für die Technovit® 9100 Schnitte: Die Objektträger werden zweimal gründlich in
Aceton 100% gereinigt und danach für 1min in Silan 2% in Aceton (v/v) getaucht. Anschlie-
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ßend werden die Objektträger noch zweimal in Aqua bidest. gespült und über Nacht bei 60 ◦C
getrocknet. Die Objektträger können von +4bis −20 ◦C unbegrenzt gelagert werden.
3.2.5 Schneiden der eingebetteten Augen
In Paraffin: Der Paraffinblock wird in das Rotationsmikrotom eingespannt. Mit gleichmä-
ßigem Zug wird die Klinge über den Paraffinblock geführt. Die 2µm dicken Schnitte werden
zuerst im kalten Wasserbad (Raumtemperatur) und anschließend im heißenWasserbad (60 ◦C)
auf einen mit Poly-L-Lysin beschichteten Objektträger aufgezogen.
In Technovit® 8100: Der Kunststoffblock wird in das Rotationsmikrotom eingespannt. Bei
einer Geschwindigkeit kleiner als ein Schnitt pro Sekunde werden die 2µm dicken Schnitte
gefertigt. Diese gibt man auf das Wasserbad (37 ◦C) und zieht sie auf einen mit Poly-L-Lysin
beschichteten Objektträger auf. Die Schnitte werden für mindestens 2 Stunden bei 37 ◦C im
Inkubator getrocknet (vgl. Abbildung 3.1).
Abbildung 3.1: Objektträger mit einem 2µm dicken Schnitt von einem in Technovit® 8100 einge-
bettetem Schweineauge
In Technovit® 9100: Der Kunststoffblock wird in das Rotationsmikrotom eingespannt. Vor
jedem Schneidevorgang wird der Kunststoffblock mit 30%-tigem Ethanol in Aqua bidest. (v/v)
benetzt. Bei einer Geschwindigkeit kleiner als ein Schnitt pro Sekunde werden die 2µm di-
cken Schnitte gefertigt. Diese werden mit einer Pinzette auf einen mit Silan beschichteten
Objektträger gelegt. Anschließend wird der Schnitt mit 96%-tigem Alkohol in Aqua bidest
(v/v) benetzt, wodurch er sich glättet. Danach legt man zuerst die Kisol-Folie und danach
das Filterpapier darauf und presst beides mit dem Roller fest an, bevor der Schnitt in eine
Schraubzwinge eingespannt und 24 Stunden bei 37 ◦C im Inkubator getrocknet wird.
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3.2.6 Protokoll für die Immunhistologie für Paraffin mit fluoreszenzgekoppeltem
sekundärem Antikörper
Alle Schritte erfolgen bei Raumtemperatur.
Die Objektträger werden zuerst für 10min in PBS gestellt. Danach wird die Einbettma-
trix (hier Paraffin) entfernt. Dafür werden die Schnitte 20min in Xylol gestellt und anschlie-
ßend mit der absteigenden Alkoholreihe in ein wässriges Medium überführt. Dabei werden die
Objektträger jeweils 5min in den verschiedenen Alkoholkonzentrationen (100%, 96%, 80%,
70%, 50% ad Aqua bidest. (v/v)) inkubiert. Anschließend spannt man die Objektträger in die
Coverplates ein. Dabei muss darauf geachtet werden, dass keine Luftblasen entstehen. Die
Coverplates werden einmal mit PBS gefüllt und müssen vor dem nächsten Schritt vollständig
auslaufen. (Das gilt für jeden Schritt, damit sich die Lösungen nicht miteinander vermischen.)
Der sich optional anschließende Verdau dient zum Freischneiden von Epitopen (eventuelle
Bindungsstellen für Antikörper) und muss für jeden Antikörper ausgetestet werden. Je nach-
dem wo das Verdauenzym die Proteine schneidet, ist das Färbeergebnis anschließend besser,
gleichbleibend oder schlechter als ohne Verdau. Für die Verdaureaktion wird eine Tablette
Trypsin (1 g) in 1ml Auqa bidest. gelöst. Diese Lösung muss zum Erreichen der optima-
len Arbeitstemperatur des Enzyms bei 37 ◦C 30min vorinkubiert werden. Bei dem Verdau
werden die Objektträger mit der Verdaulösung 15min inkubiert. Danach wird mit PBS ge-
waschen. Dafür füllt man die Coverplates einmal vollständig mit PBS. Anschließend folgt
das Blocken des unspezifischen Hintergrundes mit NGS 20% in PBS (v/v) für 1 Stunde. Nun
kann die Antikörperinkubation erfolgen. Dafür wird der Antikörper in NGS 10%, BSA 2%
ad PBS (v/v/w/v) gelöst und so der spezifische Antikörpertiter hergestellt. Die Inkubation des
primären Antikörpers erfolgt für 1 Stunde oder über Nacht. Danach werden die Objektträger
wieder mit PBS gewaschen. Die Inkubation des fluoreszenzmarkierten sekundären Antikör-
pers erfolgt anschließend für 3 Stunden im Dunkeln. Dabei wird der Antikörpertiter wie eben
beschrieben hergestellt. Die Objektträger werden nochmal mit PBS gewaschen, danach aus
den Coverplates ausgespannt und mit einer Lösung aus Glycerin/PBS = 9:1 eingedeckelt. Die
Schnitte sind mindestens 3Monate haltbar und sollten bei Raumtemperatur im Dunkeln gela-
gert werden. Die Arbeitsschritte sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst.
3.2.7 Protokoll für die Immunhistologie für Paraffin mit der DAB-Färbung
Alle Schritte erfolgen ebenfalls bei Raumtemperatur und Grundsätzlich wie bei der Immun-
histologie mit Fluoreszenzfärbung.
Nach der Entparaffinierung erfolgt zusätzlich die Blockierung der endogenen Peroxidase
mit 10%-tigem Wasserstoffperoxid in Aqua bidest. (v/v) im Dunkeln für 1 Stunde. Danach
schließen sich der optionale Verdau, die Blockierung des unspezifischen Hintergrundes und
die Inkubation des primären Antikörpers an. Anschließend darf jedoch nur noch PB alsWasch-
puffer verwendet werden. Benutzt man doch PBS, sind die Schnitte zu verwerfen, da das im
PBS enthaltene Chlorid die DAB-Färbung beeinflusst. Als sekundärer Antikörper wird hier ein
biotinyliertes IgG (DAB Vector Kit) verwendet. Dieser soll 1 Stunde auf das Gewebe einwir-
ken. Nach demWaschen mit PB gibt man auf die Objektträger den Avidin-Biotin-Komplex für
30− 60min. Für den Avidin-Biotin-Komplex mischt man Lösung Avidin und Biotin (DAB
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Schritt Materialien Zeit und
1. Entfernung der Einbettmatrix Xylol 20min
(Entparaffinieren) absteigende Alkoholreihe je 5min
Ethanol (100%, 96%, 70%
jeweils ad Aqua bidest. (v/v))
2. Objektträger in die Coverplates mit PBS einspannen (Darauf achten, dass keine Luft-
blasen entstehen.)
3. Waschen PBS 1 ×
4. Verdau 1 g Trypsin in 1 ml Aqua bidest. 15min
(w/v) lösen. (Lösung muss 30min
bei 37 ◦C vorinkubieren.)
5. Waschen PBS 1 ×
6. Blocken des unspezifischen NGS 20% ad PBS (v/v) 1 Stunde
Hintergrundes
7. Inkubation des primären Antikörper in 10% NGS, 2% BSA 1 Stunde oder
Antikörpers ad PBS (v/v/w/v) lösen. über Nacht
8. Waschen PBS 1 ×
9. Inkubation des sekundären Antikörper in 10% NGS, 2% BSA 3− 5 Stunden
Antikörpers ad PBS (v/v/w/v) lösen.
10. Waschen PBS 1 ×
11. Objektträger aus den Coverplates ausspannen.
12. Eindeckeln Glycerin : PBS = 9 : 1 (v/v)
Tabelle 3.3: Protokoll für die Immunhistochemie mit Fluoreszenzfärbung für in Paraffin eingebet-
tetes Material. (Alle Schritte erfolgen bei Raumtemperatur, ab Schritt 9 im Dunkeln.)
Vector Kit) im Verhältnis 1:1, verdünnt dieses 1:200 mit PB (v/v) und lässt die Lösung 30min
bei 37 ◦C vorinkubieren, damit sich der Avidin-Biotin-Komplex bilden kann. Danach werden
die Objektträger aus den Coverplates ausgespannt. Nun kann sich die DAB-Färbung mit der
DAB-Färbelösung anschließen. Die DAB-Färbung wird unter demMikroskop kontrolliert und
nach ca. 10− 15min mit PB abgebrochen. Danach erfolgt die Hämalaun Gegenfärbung für
2− 5min. Anschließend werden die Objektträger in 60 ◦C heißem Leitungswasser für 10min
gebläut. Nun folgt die aufsteigende Alkoholreihe, wobei die Objektträger in den verschiede-
nen Konzentrationen (50%, 70%, 80%, 96%, 100%, 100% ad Aqua bidest. (v/v)) je 5min
verbleiben. Zuletzt erfolgt die Inkubation in Xylol für 20min. Danach können die Objektträ-
ger in Vitroclud®, einer auf Xylolbasis bestehenden viskösen Lösung, eingedeckelt werden.
Die Objektträger sind unbegrenzt haltbar. Die Arbeitsschritte sind in Tabelle 3.4 zusammen-
gefasst.
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Schritt Materialien Zeit
1. Entfernung der Einbettmatrix Xylol 20min
(Entparaffinieren) absteigende Alkoholreihe je 5min
Ethanol (100%, 96%, 70%
jeweils ad Aqua bidest. (v/v))
2. Objektträger in die Coverplates mit PBS einspannen (Darauf achten, dass keine Luft-
blasen entstehen.)
3. Waschen PBS 1 ×
4. Blocken der endogenen 10%-tiges H2O2 1 Stunde
Peroxidase ad Aqua bidest. (v/v) im Dunkeln
5. Verdau 1 g Trypsin in 1 ml Aqua bidest. 15min
(w/v) lösen. (Lösung muss 30min
bei 37 ◦C vorinkubieren.)
6. Waschen PBS 1 ×
7. Blocken des unspezifischen NGS 20% ad PBS (v/v) 1 Stunde
Hintergrundes
8. Inkubation des primären Antikörper in 10% NGS, 2% BSA 1 Stunde oder
Antikörpers ad PBS (v/v/w/v) lösen. über Nacht
9. Waschen PB 1 ×
10. Inkubation des sekundären Antikörper in 10% NGS, 2% BSA 3− 5 Stunden
Antikörpers ad PB (v/v/w/v) lösen.
11. Waschen PB 1 ×
12. Inkubation des Avidin-Biotin-Komplex 1 : 200 30− 60min
Avidin-Biotin-Komplexes ad PB (v/v) (Komplex muss
30min bei 37 ◦C vorinkubieren.)
13. Waschen PB 1 ×
14. Objektträger aus den Coverplates auspannen.
15. DAB Inkubation DAB-Färbelösung 10− 15min
16. Waschen PB 1 ×
17. Hämalaunfärbung Meyer’s Hämalaun 2− 5min
18. Bläuen Leitungswasser 60 ◦C 10min
19. Entwässern Aufsteigende Alkoholreihe, je 5min
Ethanol (70%, 96%, 100%
jeweils ad Aqua bidest. (v/v)
Xylol 20min
20. Eindeckeln Vitroclud®
Tabelle 3.4: Protokoll für die Immunhistochemie mit DAB-Färbung für in Paraffin eingebettetes
Material. (Alle Schritte erfolgen bei Raumtemperatur.)
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3.2.8 Optimale Antikörpertiter
Die in Tabelle 4.3 angegebenen Titer für die primären Antikörper erbrachten optimale Ergeb-
nisse bei den Immunhistochemischen Färbungen.
Antikörper Optimale Titer für Schweine-,
Minipig- und Kaninchenretina
Anti-GFAP Sigma G3893 1 : 400 bis 1 : 100
Anti-GFAP DAKO M0761 1 : 200 bis 1 : 50
Anti-Vimentin Sigma V6630 1 : 400 bis 1: 200
Anti-Vimentin Sigma V5255 1 : 400 bis 1: 200
Anti-Aktin DAKO M0635 1 : 100 bis 1 : 50
Anti-Laminin Sigma L9393 1 : 100 bis 1 : 50
Anti-CD 68 DAKO M0718 1 : 50 bis 1 : 25
Alexa Flour® 488 Anti-mouse 1 : 1500 bis 1 : 1000
Mobitec A-11029
FITC Anti-mouse Sigma F-5262 1 : 200 bis 1 : 100
FITC Anti-rabbit Sigma F-0511 1 : 200 bis 1 : 100
Tabelle 3.5: Übersicht über die optimalen Antikörpertiter
3.2.9 Methodische Unterschiede bei der Immunhistologie zwischen Paraffin,
Technovit® 8100 und Technovit® 9100
• Bei Technovit® 8100 sind alle Schritte bei 37 ◦C durchzuführen. Für Immunhistoche-
mische und andere Färbungen ist bei Technovit® 8100 kein Entfernen der Einbettmatrix
(Entplasten) nötig.
• Die Kunststoffoberfläche von Technovit® 8100 muss vor dem Verdau mit 10%-tigem
Wasserstoffperoxid in Aqua bidest. (v/v) 1 Stunde bei 37 ◦C angeätzt werden. Weiter-
hin muss die Inkubation des primären Antikörpers 12 Stunden (über Nacht) bei 37 ◦C
erfolgen.
• Die Immunhistochemie mit der DAB Färbemethode ist bei Technovit® 8100 nicht mög-
lich.
• Bei Technovit® 9100 ist ein Entfernen der Einbettmatrix (hier Entplasten) wie auch beim
Paraffin nötig. Das Entplasten erfolgt bei Raumtemperatur. Dafür werden die Schnitte
zuerst in Xylol für zweimal 20min, dann in 2-Methoxyethylacetat für 20min, anschlie-
ßend in Aceton für zweimal 5min und zuletzt in Aqua bidest. für zweimal 2min gestellt.
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4 Ergebnisse
4.1 Immunhistologische Ergebnisse von in Paraffin eingebetteten Augen
(Kontrollaugen)
Von jeder Spezies (Kaninchen, Schwein und Minipig) wurden Augen in Paraffin eingebettet
und die Retina mit den ausgewählten Antikörpern (Anti-GFAP, Anti-Vimentin, Anti-Aktin,
Anti-Laminin, Anti-Kollagen IV, Anti-Cytokeratin, Anti-CD 68) gefärbt. Diese Bilder gelten
als Vergleichsbilder für die in Technovit® 8100 und 9100 eingebetteten Augen.
Abbildung 4.1: In Paraffin eingebettete und mit Anti-GFAP Sigma G-3893 gefärbte periphere Re-
tinaabschnitte. Bei Kaninchen färben sich die Müllerzellen (Mu) von der LLI bis
zum SPI (Pfeile). Bei Minipig färben sich die Müllerzellen von der LLI bis zur LLE
(Pfeile) und sehr kräftig das RPE (*). Primärer Antikörpertiter Kaninchen 1:400, Mi-
nipig 1:200, sekundärer Antikörper DAB Vector Kit mit Hämalaun gegengefärbt.
Maßstab: 50µm
Anti-GFAP Mit dem Anti-GFAP Sigma G-3893 kann man sehr peripher (nah der Ora ser-
rata) bei Kaninchenretina die Müllerzellen (Mu) von der Lamina limitans interna (LLI) bis
zum Stratum plexiforme internum (SPI) anfärben. Bei der Minipigretina färben sich die Mül-
lerzellen sogar auf ihrer gesamten Länge von der LLI bis zur Lamina limitans externa (LLE)
(Mu und Pfeile in Abbildung 4.1), während die Anti-GFAP Färbung bei der Schweineretina
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4.1. Immunhistologische Ergebnisse von in Paraffin eingebetteten Augen (Kontrollaugen)
Abbildung 4.2: In Paraffin eingebettete und mit Anti-GFAP Sigma G-3893 gefärbte zentrale Re-
tinaabschnitte. Bei allen drei Spezies färben sich Fasern im SNF und um retinale
Gefäßwände im SNF (*). Bei Kaninchen sind es horizontale, bei Schwein eher
netzartige und bei Minipig horizontale und vertikale Fasern im SNF. Zusätzlich
wird bei Minipig das RPE (Pfeil) angefärbt. Primärer Antikörpertiter Kaninchen
1:400, Schwein 1:100, Minipig 1:200, sekundärer Antikörper: bei Kaninchen Alexa
Flour® 488, bei Schwein und Minipig DAB Vector Kit bei Minipig mit Hämalaun
gegengefärbt. Maßstab: 50µm
Abbildung 4.3: In Paraffin eingebettete und mit Anti-GFAP Dako M-0761 gefärbte zentrale Re-
tinaabschnitte. Es zeigt sich bei allen drei Spezies ein ähnliches, jedoch weniger
intensives Färbemuster als bei mit Anti-GFAP Sigma G-3983 gefärbten Retinaab-
schnitten. Es werden Fasern im SNF gefärbt (*). Primärer Antikörpertiter Kanin-
chen und Minipig 1:100, Schwein 1:50, sekundärer Antikörper: DAB Vector Kit mit
Hämalaun gegengefärbt. Maßstab: 50µm
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in peripheren Ora serrata nahen Abschnitten negativ ausfällt (keine Abbildung). Die sehr peri-
phere Müllerzellfärbung verliert sich jedoch in den weiter zentral gelegenen Retinaabschnitten
schnell. Bei allen drei Spezies färben sich zentral Fasern im Stratum neurofibrarum (SNF) und
um retinale Gefäße (* in Abbildung 4.2), jedoch keine Müllerzellen mehr. Beim Kaninchen
überwiegen dabei horizontale Fasern, bei Schweineretina erscheinen die Fasern im SNF eher
netzartig und bei der Minipigretina färben sich sowohl horizontale als auch vertikale Fasern
im SNF. Bei der Minipigretina wird zusätzlich das retinale Pigmentepithel (RPE) peripher
sehr kräftig angefärbt (* in Abbildung 4.2). Weiter zentral verliert diese Färbung an Intensität
(Pfeil in Abbildung 4.1). Bei der Kaninchen- und Schweineretina wurde die Retina artefiziell
vom RPE abgelöst, so dass hier keine Aussage über dessen Färbung gemacht werden kann.
Das Färbemuster von Anti-GFAP Dako M-0761 entspricht dem von mit Anti-GFAP Sig-
ma G-3893 gefärbten Retinabereichen. Peripher sehr Ora serrata nah färben sich außer bei
der Schweineretina die Müllerzellen und bei Minipigretina auch das RPE (keine Abbildung),
während man bei den zentraler gelegenen Retinaabschnitten keine Müllerzellfärbung mehr
findet. Statt dessen werden Fasern im SNF gefärbt (* in Abbildung 4.3). Es färben sich je-
doch mit Anti-GFAP Dako M-0761 bei gleichem Antikörpertiter viel weniger Fasern im SNF
an als mit Anti-GFAP Sigma G-3893, weshalb die Färbung auch weniger intensiv erscheint.
Dies kann man besonders deutlich bei der Minipigretina erkennen, wo nur vereinzelt Fasern
im SNF angefärbt sind.
Anti-Vimentin Anti-Vimentin positiv färben sich abhängig vom Antikörper verschiedene
Zellen und Fasern der Retina. Das Anti-Vimentin Sigma V-6630 färbt bei allen drei Spezies
peripher Müllerzellen (Mu), teilweise von der Lamina limitans interna (LLI) bis in das Stratum
plexiforme internum (SPI) reichend (Abbildung 4.4). In weiter zentraler gelegenen Retinaab-
schnitten färbt das Anti-Vimentin Sigma V-6630 immer noch Müllerzellen jedoch nur noch in
der LLI und im Stratum neurofibrarum (SNF). Im SNF werden auch horizontal verlaufende
Fasern (* in Abbildung 4.5) und zirkuläre Fasern (Pfeile in Abbildung 4.5) um retinale Ge-
fäßwände ähnlich der Anti-GFAP Färbung gefärbt. Dabei werden bei allen drei Spezies die
zentraleren Retinaabschnitte schwächer als die mehr periphereren Retinaabschnitte angefärbt.
Bei der Minipigretina hingegen vermindert sich die Intensität der Anti-Vimentin Sigma V-
6630 Färbung mit dem Abstand zur Ora serrata so sehr, dass in zentralen Retinaabschnitten
keine Anti-Vimentin Sigma V-6630 Färbung mehr nachgewiesen werden kann (keine Abbil-
dung).
Mit Anti-Vimentin Sigma V-5255 konnte man peripher bei Kaninchenretina die Lamina li-
mitans interna (LLI) und die Müllerzellen (Mu) im Stratum neurofibrarum (SNF) anfärben.
Bei der Schweineretina färben sich im SNF horizontale Fasern (*), während sich bei der pe-
ripheren Minipigretina in dieser Schicht keine Färbung findet. Im Stratum plexiforme inter-
num (SPI) und externum (SPE) färben sich bei allen drei Spezies Strukturen (Pfeile in Abbil-
dung 4.6). Im SPI sind dabei nur wenige Fasern gefärbt, während sich im SPE unterschied-
liche Strukturen anfärben. Bei der Kaninichenretina sind es korpuskuläre Strukturen, bei der
Schweineretina sind es horizontale Fasern und bei der Minipigretina sind es am ehesten netz-
artige Fasern. Das Färbemuster von zentralen Retinaabschnitten, die mit Anti-Vimentin Sigma
V-5255 gefärbt sind, ähnelt dem der Anti-GFAP Färbung. Bei allen drei Spezies werden Fa-
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Abbildung 4.4: In Paraffin eingebettete und mit Anti-Vimentin Sigma V-6630 gefärbte periphere
Retinaabschnitte. Bei allen drei Spezies färben sich Müllerzellen (Mu) in der LLI
und im SNF an. Beim Schwein und Minipig können die Mu teilweise bis ins SPI
verfolgt werden (Pfeile). Primärer Antikörpertiter Kaninchen und Schwein 1:200,
Minipig 1:400, sekundärer Antikörper Alexa Flour® 488. Maßstab: 50µm
Abbildung 4.5: In Paraffin eingebettete und mit Anti-Vimentin Sigma V-6630 gefärbte zentrale Re-
tinaabschnitte. Bei beiden Spezies färben sich Teile der LLI, die Müllerzellen (Mu)
und horizontale Fasern (*) im SNF, zusätzlich zirkuläre Fasern um retinale Ge-
fäßwände (Pfeile). Primärer Antikörpertiter Kaninchen 1:400, Schwein 1:50, se-
kundärer Antikörper beim Kaninchen DAB Vector Kit mit Hämalaun gegengefärbt
und beim Schwein Alexa Flour® 488. Maßstab: 50µm
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Abbildung 4.6: In Paraffin eingebettete und mit Anti-Vimentin Sigma V-5255 gefärbte periphere
Retinaabschnitte. Es werden bei allen drei Spezies Strukturen im SPE und im SPI
angefärbt (Pfeile). Weiterhin färben sich bei Kaninchen die LLI und die Müllerzel-
len (Mu) im SNF. Bei Schwein färben sich horizontale Fasern im SNF (*). Primärer
Antikörpertiter Kaninchen und Schwein 1:200, Minipig 1:400, sekundärer Antikö-
per bei Schwein und Kaninchen DAB Vector Kit mit Hämalaun gegengefärbt, bei
Minipig Alexa Flour® 488. Maßstab: 50µm
Abbildung 4.7: In Paraffin eingebettete und mit Anti-Vimentin Sigma V-5255 gefärbte zentrale Re-
tinaabschnitte. Bei allen drei Spezies färben sich netzartige Fasern und Struktu-
ren um retinale Gefäßewände im SNF (*). Weiterhin färben sich bei Kaninchen
und Minipig, jedoch nicht beim Schwein, Strukturen im SPE an (Pfeile). Primärer
Antikörpertiter Kaninchen 1:200, Schwein 1:50, Minipig 1:400, sekundärer Anti-
körper: bei Kaninchen Alexa Flour® 488, bei Schwein und Minipig DAB Vector Kit.
Maßstab: 50µm
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Abbildung 4.8: In Paraffin eingebette und mit Aktin Dako M-0635 gefärbte Retina. Bei allen drei
Spezies färben sich die LLI (Pfeile) und Fasern in Gefäßwänden (*). Primärer Anti-
körpertiter 1:100, sekundärer Antikörper DAB Vector Kit mit Hämalaun gegenge-
färbt. Maßstab: 50µm
sern im SNF und Fasern um retinale Gefäßwände gefärbt (* in Abbildung 4.7). Weiterhin sind
in den zentralen Bereichen bei der Kaninchen- und Minipigretina Strukturen im SPE gefärbt,
während man bei der Schweineretina dort keine Färbung mehr findet (Pfeile in Abbildung 4.7).
Anti-Aktin Anti-Aktin Dako M-0635 positiv färben sich bei allen drei Spezies die Lamina
limitans interna (LLI) (Pfeile in Abbildung 4.8) und Fasern in den Wänden von Gefäßen (* in
Abbildung 4.8). Dabei sind neben Fasern in retinalen auch Fasern in choroidealen Gefäßewän-
den Anti-Aktin positiv (keine Abbildung). Das die Gefäße umgebende Gewebe, insbesondere
die Müllerzellen werden nicht mit Anti-Aktin Dako M-0635 angefärbt.
Anti-Cytokeratin Mit Anti-Cytokeratin Sigma C-9687 ließen sich keine Strukturen, insbe-
sondere kein retinales Pigmentepithel in der normalen Retina von Kaninchen, Schwein und
Minipig nachweisen. Somit kann bei allen drei Spezies Anti-Cytokeratin Sigma C-9687 nicht
als Marker für retinales Pigmentepithel in physiologischer Retina verwendet werden.
Marker für die extrazelluläre Matrix Mit Anti-Kollagen IV Sigma C-1926 konnte keine
Struktur in der physiologischen Retina von allen drei Spezies nachgewiesen werden. Anti-
Laminin Sigma L-9393 färbt Fasern von retinalen Gefäßwänden (* in Abbildung 4.9) bei der
Schweineretina und die Faszie von denen das Auge umgebenden quergestreiften Muskelbün-
deln beim Kaninchen (Pfeil in Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: In Paraffin eingebettete und mit Anti-Laminin Sigma L-9393 gefärbte Schweinere-
tina und Augenmuskulatur vom Kaninchen. Es färben sich Fasern von retinalen
Gefäßwänden (*) beim Schwein und die Faszie von denen das Auge umgeben-
den quergestreiften Muskelbündeln bei Kaninchen (Pfeil). Primärer Antikörperti-
ter Kaninchen 1:100, Schwein 1:50, sekundärer Antikörper FITC Sigma F-0511.
Maßstab: 50µm
Anti-CD 68 Mit Anti-CD 68 Dako M-0718 ließen sich auch keine Strukturen in der physio-
logischen Retina auch keine Mikroglia nachweisen. Mikroglia können also mit Anti-CD 68
Dako M-0718 nicht in physiologischer Retina von Kaninchen, Schwein oder Minipig nachge-
wiesen werden.
4.2 Immunhistologische Ergebnisse eines fibrotischen Kaninchenauges
Dieses Kaninchenauge (pathologischer Code: RI014/02) stammt vom Epiret-Studienarm des
Projektes RETINA-IMPLANTAT aus der Arbeitsgruppe 3 - Biokompatibilität von Herrn
PD Dr. Thomas Laube aus der Universitätsaugenklinik Essen. Dem Kaninchen wurde am
13.12.2001 der Hüllkörper Nummer 5 (Laserperforiert, autoklaviert, zwei gestanzte Nagellö-
cher, Befestigung mit zwei kurzen Retina-Nägeln) implantiert. Die Enukleation des Auges
inklusive implantiertem Hüllkörper erfolgte nach 12 Wochen am 07.03.2002. Dieses Kanin-
chenauge wurde verwendet, um die obigen Antikörper auch an einem offensichtlich fibroti-
schen Auge auf ihre Funktionalität beziehungsweise auf ihre Anwendbarkeit zu testen.
Operationsberichte und Nachuntersuchungen Bei der ersten Operation am 05.12.2001
hatte das Kaninchen ein Gewicht von 2, 5 kg. Phako- und vordere Vitrektomie, enge Pupille,
etwas Fibrinreaktion, Kapseldefekt. Zur zweiten Operation am 13.12.2001 hatte das Kanin-
chen ein Gewicht von 2, 6 kg. Bei 12 Uhr vordere Synechie, Pupille eng, Netzhaut zentral
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anliegend, Hornhaut klar. Während der Implantation kam es zu Komplikationen bei der Na-
gelung (Nagelloch zu eng). Der Hüllkörper ist beim Setzen des Nagels eingerissen. Bei der
Nachuntersuchung am 29.01.2002 (drei Wochen nach der Implantation) war die Pupille ver-
zogen, es befanden sich Gewebe und Gefäße hinter der Iris, es konnte eine Netzhautablösung
beobachtet werden. In der Tiefe war der Nagel zu erkennen. Bei der Nachuntersuchung am
07.03.2002 (12 Wochen nach der Implantation) war die Pupille entrundet, synechiert (vermut-
lich ein Nachstar). Im hinteren Augenabschnitt wurde eine starke Fibrosierung beobachtet. Die
Netzhaut war abgehoben. Ein Nagel war zu sehen. Das Kaninchen hatte stark abgenommen.
Das Auge wurde in 4% Formalin lang fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet.
Histologisches Bild Im histologischen Bild ist zu sehen, dass Zellen durch die Poren der
Haptik proliferieren und sich auf dem Implantat eine Zellschicht gebildet hat. (Modellauge für
die Testung Fibrose-charakterisierender Antikörper für die Doktorarbeit von Sabine Kainz).
Makroskopisch zeigt der Bulbus äußerlich eine normale Form. Die Cornea ist leicht getrübt,
die Linse ist nicht mehr vorhanden. Nach Kalottierung zeigen sich im Bulbusinneren massive
fibrotische Verwachsungen und eine partielle Netzhautablösung. Der Hüllkörper, kaum sicht-
bar, ist scheinbar an der Netzhaut anliegend. Im histologischen Präparat zeigt sich eine starke
Fibrose, die die Poren der Hüllkörperhaptik ausfüllt. Unterhalb des Implantates ist die Netz-
haut in Ihrer ursprünglichen Struktur nicht mehr vorhanden. Das proliferierende Zellmaterial
enthält neben Fibrozyten und pigmentierten Zellen auch Makrophagen. Diese Zelltypen sind
eindeutige Zeichen für eine Fibrose und schließen somit die gewünschte Gliose aus.
Immunhistochemische FärbungenWie schon beim physiologischen Kaninchenauge färbt
das Anti-GFAP Sigma G-3893 die Retina beim fibrotischen Kaninchenauge intensiver als das
Anti-GFAP Dako M-0761. Mit Anti-GFAP Sigma G-3893 konnten bei der degenerierten und
intravital vom retinalen Pigmentepithel abgelösten Retina die Müllerzellen (Mu) über ihre ge-
samte Länge von der Lamina limitans interna (LLI) bis zur Lamina limitans externa (LLE)
angefärbt werden (Pfeile in Abbildung 4.10). Horizontale Fasern wurden keine angefärbt. Mit
Anti-GFAP DakoM-0761 wurde nur die LLE gefärbt (Pfeil in Abbildung 4.10). Mit demAnti-
Vimentin Sigma V-6630 färben sich die Müllerzellen von der LLI bis zum Stratum neurofi-
brarum (SNF), horizontale Fasern im Stratum plexiforme internum (SPI) und externum (SPE)
und die LLE (Pfeile in Abbildung 4.11). Dabei erscheinen die gefärbten Müllerzellanteile
hypertrophiert. Mit Anti-Vimentin Sigma V-5255 hingegen ließen sich keine Müllerzellen, je-
doch horizontale Fasern im SPI, im SPE und die LLE anfärben (Pfeile in Abbildung 4.11).
Es konnten keine Aktin positiven Strukturen nachgewiesen werden. Da in der verbliebenen
Retina keine Gefäße zur Darstellung kommen, können auch keine Vergleiche zwischen phy-
siologischem und pathologischem Färbemuster von mit Anti-Aktin gefärbter Kaninchenretina
gezogen werden. Auch konnten keine Anti-Cytokeratin Sigma C-9687, keine Anti-Laminin
Sigma L-9393 und keine Anti-CD 68 Dako M-0718 positiven Strukturen in der fibrotischen
Kaninchenretina bzw. deren Auflagerungen gefunden werden. Die negativen Färbeergebnis-
se könnten am Zustand des Kaninchenauges liegen. Dieses ist lang fixiert worden, wodurch
oft die Epitope zum Andocken der Antikörper zerstört oder maskiert werden. Trotzdem ist
die Anti-Kollagen IV Sigma C-1926 positiv ausgefallen. Es färben sich die retinalen Aufla-
gerungen (extrazelluläre Matrix einer an der Retina ansetzenden epiretinalen Membran) der
fibrotischen Kaninchenretina (Pfeile in Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.10: Fibröses Kaninchenauge (RI014/02) in Paraffin eingebettet. Retina mit Anti-
GFAP gefärbt. Bei Sigma G-3893 werden Müllerzellen (Mu) von der LLI bis zur
LLE reichend gefärbt (Pfeile). Bei Dako M-0761 färbt sich nur die LLE an (Pfeil).
Primärer Antikörpertiter Anti-GFAP Sigma G-3893 1:400, Anti-GFAP Dako M-
0761 1:400, sekundärer Antikörper DAB Vector Kit mit Hämalaun gegengefärbt.
Maßstab: 50µm
Abbildung 4.11: Fibröses Kaninchenauge (RI014/02) in Paraffin eingebettet. Retina mit Anti-
Vimentin gefärbt. Bei Sigma V-6630 färben sich die LLI, die Müllerzellen (Mu)
im SNF, Fasern im SPI, im SPE und die LLE (Pfeile). Bei Sigma V-5255 färben
sich auch horizontale Fasern im SPI, im SPE und die LLE (Pfeile), aber weder
die LLI noch die Müllerzellen im SNF. Primärer Antikörpertiter Anti-Vimentin Sig-
ma V-6630 1:400, Anti-Vimentin Sigma V-5255 1:200, sekundärer Antikörper DAB
Vector Kit, mit Hämalaun gegengefärbt. Maßstab: 50µm
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Abbildung 4.12: Fibröses Kaninchenauge (RI014/02) in Paraffin eingebettet. Retina mit Anti-
Kollagen IV Sigma C-1926 gefärbt und Negativkontrolle. Im Vergleich zur Ne-
gativkontrolle sieht man bei mit Anti-Kollagen IV gefärbter Retina eine Färbung
von den der LLI aufgelagerten Strukturen (Pfeil). Primärer Antikörpertiter Anti-
Kollagen IV 1:200, sekundärer Antikörper FITC Sigma F-5262. Maßstab: 50µm
4.3 Immunhistologischen Ergebnisse von in Technovit® 8100 und 9100
eingebetteten Augen
Hier sind Augen von Kaninchen und Schwein in Technovit® 8100 und 9100 eingebettet wor-
den. Die Schnitte dieser Augen sind mit den Antikörpern gefärbt, die bei den in Paraffin ein-
gebetteten Augen positive Färbeergebnisse lieferten (Anti-GFAP, Anti-Vimentin, Anti-Aktin),
um die Färbequalität miteinander vergleichen zu können.
Anti-GFAP In peripheren wie auch in zentralen Bereichen bei in Technovit® 8100 eingebet-
teter und mit Anti-GFAP Simga G-3893 gefärbter Kaninchen- und Schweineretina sind Struk-
turen im Stratum neurofibrarum (SNF) zu erkennen (* in Abbildung 4.13). Eventuell kann
man bei den zentraleren Retinabereichen anhand zusammenhängender punktförmiger Forma-
tionen in Analogie zur in Paraffin eingebetteten Kaninchen- und Schweineretina horizontale
Fasern ausmachen. Der überwiegende Teil dieser gefärbten Strukturen liegt dabei in dem der
Lamina limitans interna (LLI) angrenzenden Bereich (Pfeile in Abbildung 4.13). Ob jedoch
die LLI selbst gefärbt ist, kann nicht differenziert werden. Bei in Technovit® 9100 eingebette-
ter Schweineretina hingegen kann man in peripheren wie auch in zentralen Retinaabschnitten
eine deutliche Färbung von horizontalen Fasern im Stratum neurofibrarum und peripher auch
von zirkulären Fasern um Gefäßwände erkennen (* in Abbildung 4.14). Zum Teil liegen die
gefärbten Fasern angrenzend an die LLI (Pfeile in Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.13: In Technovit® 8100 eingebettete und mit Anti-GFAP Sigma G-3983 gefärbte Re-
tina. Peripher und zentral färben sich bei beiden Spezies Strukuren im SNF (*)
und in der Nähe der LLI (Pfeile). Die Art der Fasern ist nicht zu erkennen. Pri-
märer Antikörpertiter 1:400, sekundärer Antikörper Alexa Flour® 488. Maßstab:
50µm
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Abbildung 4.14: In Technovit® 9100 eingebettete und mit Anti-GFAP Sigma G-3983 gefärbte
Schweineretina. Die Färbemuster stimmen mit denen von in Paraffin eingebette-
ter Retina überein. Peripher wie auch zentral färben sich horizontale Fasern und
Fasern um Gefäßwände (*) im SNF, die zum Teil an die LLI angrenzen. Primärer
Antikörpertiter 1:400, sekundärer Antikörper Alexa Flour® 488. Maßstab: 50µm
Anti-Vimentin Auch bei mit Anti-Vimentin gefärbtem und in Technovit® 8100 eingebette-
tem Gewebe kann man eine punktförmige Färbung erkennen. Bei mit Anti-Vimentin Sigma
V-6630 gefärbter Kaninchenretina reicht diese in peripheren Retinabereichen vom Stratum
neurofibrarum (SNF) bis zum Stratum plexiforme externum (SPE) teilweise sogar bis zur La-
mina limitans externa (LLE). Bei der Schweineretina sieht man bei mit Anti-Vimentin Sigma
V-6630 gefärbten peripheren Retinaabschnitten auch eine punktförmige Färbung von der La-
mina limitans interna (LLI) bis zum Stratum plexiforme internum (SPI). Bei beiden Spezies
formieren sich diese gefärbten Punkte vertikal ausgerichtet (Pfeile in Abbildung 4.15). Mit
der anatomischen Vorkenntnis, dass bei von der LLI bis zur LLE durchgehenden vertikalen
Fasern nur die Müllerzellen in Frage kommen, kann man davon ausgehen, dass diese hier auch
angefärbt wurden. Bei Kaninchen scheint diese Argumentation plausibel. Beim Schwein, wo
die gefärbten Strukturen nur bis zum SPI reichen, wäre das eine sehr vage Annahme, da es
auch andere anatomisch in Frage kommende vertikale Strukturen in diesem Bereich der Reti-
na gibt. Bei mit Anti-Vimentin Sigma V-6630 gefärbtem und in Technovit® 9100 eingebettem
Gewebe sind die Müllerzellen (Mu) sehr deutlich zu erkennen. Diese sind von der LLI bis zum
SPI reichend angefärbt (Mu in Abbildung 4.15).
Bei mit Anti-Vimentin Sigma V-5255 gefärbten und in Technovit® 8100 eingebetteten zen-
tralen Retinaabschnitten zeigt sich das punktförmige Färbemuster bei Kaninchen-, wie auch
bei der Schweineretina im SNF und im SPE (Pfeile in Abbildung 4.16). Die Färbung des SPE
ist bei zentralen Bereichen der Kaninchenretina allerdings sehr schwach. Bei der Schweinere-
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Abbildung 4.15: In Technovit® (T.) 8100 und 9100 eingebettete und mit Anti-Vimentin Sigma V-
6630 gefärbte periphere Retinaabschnitte. Bei in T. 8100 eingebetteter Retina
sind vertikal angeordnete Punkte im SNF und SPI bei Kaninchen sogar bis ins
SPE reichend gefärbt (Pfeile). Bei in T. 9100 eingebetteter Retina erkennt man
die Färbung der LLI und der Müllerzellen (Mu) im SNF, die man teilweise bis ins
SPI verfolgen kann. Primärer Antikörpertiter Kaninchen 1:400, Schwein 1:200,
sekundärer Antikörper Alexa Flour® 488. Maßstab: 50µm
Abbildung 4.16: In Technovit® (T.) 8100 und 9100 eingebettete und mit Anti-Vimentin Sigma V-
5255 gefärbte zentrale Retinaabschnitte. Bei in T. 8100 eingebetteter Retina er-
kennt man die punktförmige Färbung im SNF und im SPE (Pfeile). Bei in T. 9100
eingebetteter Retina färben sich horizontale Fasern im SNF und im SPE (*). Pri-
märer Antikörpertiter Kaninchen 1:100, Schwein 1:200, sekundärer Antikörper
Alexa Flour® 488. Maßstab: 50µm
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Abbildung 4.17: In Technovit® (T.) 8100 und 9100 eingebettete und mit Anti-Aktin Dako M-0635
gefärbte Retina. Hier ähneln beide Färbemuster (von in T.9100 und in T.8100 ein-
gebetteter Retina) dem von in Paraffin eingebetteter Retina. Bei beiden Kunst-
stoffen und Spezies färben sich Fasern der Gefäßwände (Pfeile). Primärer Anti-
körpertiter 1:200, sekundärer Antikörper Alexa Flour® 488. Maßstab: 50µm
tina lässt sich eine horizontale Anordnung der Färbepunkte in beiden Schichten erkennen, so
dass man daraus auf horizontale Fasern schließen könnte. Dies entspricht soweit den Färbe-
mustern bei in Paraffin eingebetteten Augen (vergleiche Abbildung ??). Bei der in Technovit®
8100 eingebetteten und mit Anti-Vimentin V-5255 gefärbten Kanichenretina kann man jedoch
keine Aussage über die Art der angefärbten Strukturen im SNF machen. Somit kann man auch
keine Vergleiche zu in Paraffin eingebetteter Kaninchenretina ziehen. Bei in Technovit® 9100
eingebetteter und mit Anti-Vimentin Sigma V-5255 gefärbter Schweineretina kann man in
den zentralen Retinaabschnitten, entsprechend dem Färbemuster von in Paraffin eingebetten
Schweineaugen, eine Färbung von horizontalen Fasern im SNF und im SPE erkennen (* in
Abbildung 4.16).
Anti-Aktin Sowohl bei in Technovit® 8100 als auch bei in Technovit® 9100 eingebetteten
Augen wurden unabhängig von der Spezies Fasern der Gefäßwände (Pfeile in Abbildung 4.17)
gefärbt. Aber auch hier erscheint die Färbung bei in Technovit® 8100 eingebettetem Gewebe
punktförmig.
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4.4 Einflussfaktoren auf die Färbeergebnisse
4.4.1 Die Fixationszeit
Bei dem Kunststoff Technovit® 8100 konnten anfangs mit den Immunhistochemichen Fär-
bungen bei der Kaninchenretina keine positiven Ergebnisse erzielt werden, während sich die
Schweineretina ganz normal anfärben ließ. Nach Überprüfung aller Schritte und Reagenzien,
konnte jedoch kein methodischer Fehler gefunden werden. Der einzige Unterschied zwischen
den in Technovit® 8100 eingebetteten Geweben, bei denen der Versuch funktionierte und bei
denen er nicht funktionierte, war die Fixationszeit. Bei dem kurz fixiertem Schweineauge
gab es keine Probleme bei den Färbungen, während es bei dem langfixierten Kaninchenauge
immer negative Färbeergebnisse gab. Deshalb wurden die Versuche mit einem kurzfixiertem
Kaninchenauge wiederholt, wodurch positive Färbeergebnisse erzielen werden konnten.
4.4.2 Einfluss der Inkubationstemperatur und -dauer auf die Färbeergebnisse
Versuche mit in Paraffin und Technovit® 9100 eingebetteten Augen benötigen für die jeweili-
gen Antikörperinkubationsschritte 1 Stunde bei Raumtemperatur. Um zu erforschen, ob diese
Bedingungen auch für in Technovit® 8100 eingebettete Augen zutreffen, wurde der folgen-
de Versuch durchgeführt (Tabelle 4.1). Die Inkubationsdauer des primären Antikörpers bei
Technovit® 8100 Gewebeschnitten betrug bei jeweils Raumtemperatur oder 37 ◦C entweder
1 Stunde oder 12 Stunden (über Nacht). Parallel wurden diese Reaktionsbedingungen auch
für Paraffingewebeschnitte untersucht. Positive Immunhistochemische Färbeergebnisse für in
Technovit® 8100 eingebettetes Gewebe waren nur bei einer Inkubationstemperatur von 37 ◦C
und einer Inkubationsdauer von optimalerweise 12 Stunden (über Nacht) zu erreichen. Wäh-
rend die Paraffingewebeschnitte bei allen Reaktionsbedingungen positive Ergebnisse zeigen.
Einbettmedium Inkubationstemperatur Inkubationsdauer Färbeergebnis
des primären
Antikörpers
Raumtemperatur 1 Stunde +++
Paraffin 12 Stunden (über Nacht) ++
37 ◦C 1Stunde ++
12 Stunden (über Nacht) +++
Raumtemperatur 1 Stunde -
Technovit® 8100 12 Stunden (über Nacht) -
37 ◦C 1Stunde +
12 Stunden (über Nacht) ++
Tabelle 4.1: Versuchsansatz und Ergebnisse zur Erforschung der optimalen Reaktionsbedin-
gungen. (+++ = stark positives Färbeergebnis; ++ = positives Färbeergebnis; + =
schwach positives Färbeergebnis; - = positives Färbeergebnis konnte nicht erreicht
werden)
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4.4.3 Der Verdau
Durch die Fixierung mit Formalin kommt es im Gewebe zur Quervernetzung von Proteinstruk-
turen und dadurch teilweise zur Maskierung von Bindungsstellen für Antikörper (Epitopen).
Mit dem Verdau durch Trypsin sollen genau diese Epitope wieder freigelegt werden. Das En-
zym Trypsin schneidet immer an den gleichen Aminosäuresequenzen. Da aber verschiedene
Epitope für verschiedene Antikörper benötigt werden, ist es nicht verwunderlich, dass der
Verdau nur in einigen Fällen Vorteile bringt. Liegt die Schnittstelle des Enzyms um Beispiel
mitten im Epitop für den andockenden Antikörper, kann dieser nicht mehr andocken. In die-
sem Falle wird das Immunhistochemische Färbeergebnis mit Verdau schlechter werden, als
ohne Verdau. Auch kann das entsprechende Epitop gar nicht maskiert sein, so dass die Fär-
beergebnisse mit und ohne Verdau gleichwertige Ergebnisse liefern. Der Verdau mit Trypsin
wurde bei allen Antikörpern ausprobiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.
Die Versuche mit Trypsin erbrachten nur bei Anti-Laminin deutlich bessere Färbeergebnisse.
Bei den anderen verwendeten Antikörpern waren die Färbeergebnisse ohne den Verdau besser.
Färbeergebnis
Paraffin T. 8100 T. 9100
Sigma-G3893 mit Verdau - - ++
Anti–GFAP ohne Verdau +++ ++ +++
Dako 0761 mit Verdau - - -
ohne Verdau +++ + +++
Sigma-V6630 mit Verdau +++ +++ +++
Anti–Vimentin ohne Verdau +++ ++ +++
Sigma-V5255 mit Verdau + + +
ohne Verdau +++ ++ +++
Anti–Aktin Dako M0635 mit Verdau +++ + +++
ohne Verdau +++ + +++
Anti–Laminin Sigma-L9393 mit Verdau ++ + ++
ohne Verdau + - -
Tabelle 4.2: Vergleichende Zusammenstellung der immunhistochemischen Färbeergebnisse mit
und ohne Verdaureaktion. (T. = Technovit®; +++ = stark positives Färbeergebnis; ++
= positives Färbeergebnis; + = schwach positives Färbeergebnis; - = positives Fär-
beergebnis konnte nicht erreicht werden)
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primäre Antikörpertiterspanne bei physiologischer Retina
sekun- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti-
därer GFAP GFAP Vimentin Vimentin Aktin Laminin
Einbett- Anti- Sigma Dako Sigma Sigma Dako Sigma
medium Spezies körper G-3893 M-0761 V-6630 V-5255 M-0635 L-9393*
Alexa 1:50 - 1:25 - 1:50 - 1:50 - 1:50 - 1:25 -
Kanin- 1:400 1:50 1:400 1:400 1:400 1:200
chen DAB 1: 100 - 1:200 - 1:100 - 1:100 - 1:100 - 1:100 -
Paraffin 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:200
Alexa 1:50 - 1: 25 - 1: 50 - 1: 50 - 1:50 - 1: 50 -
Schwein 1:400 1:50 1:400 1:400 1:400 1:200
DAB 1:100 - 1:200 - 1:50 - 1:50 - 1:100 - 1:100
1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:200
Techno- Kanin- Alexa 1:50 - 1:10 - 1:100 - 1:25 - 1:20 - 1:100
vit® chen 1:400 1:100 1:400 1:50 1:200 1:200
8100 Schwein Alexa 1:25 - 1:10 - 1:25 - 1:25 - 1:25 - 1:100
1:50 1:50 1:400 1:200 1:100 1:200
FITC 1:200 - 1:100 - 1:100 - 1:200 - 1:100 - 1:50 -
Kanin- 1:400 1:200 1:200 1:400 1:200 1:200
Techno- chen DAB 1:400 1:200 1:200 - 1:50 - 1:100 - 1:50 -
vit® 1:400 1:200 1:200 1:100
9100 Alexa 1:400 1:200 - 1:400 1:200 - 1:200 - 1:100
Schwein 1:400 1:400 1:400
DAB 1:400 1:200 1:400 1:50 - 1:100 - 1:50 -
1:200 1:200 1:100
Tabelle 4.3: Zusammenstellung der primären Antikörpertiterspanne bei physiologischer Retina,
in Abhängigkeit von Spezies, Einbettmedium und sekundärem Antikörper, ohne Be-
achtung der Verdaureaktion. * als sekundärer Antikörper wurde FITC Sigma F-0511
statt Alexa benutzt; Alexa = Alexa Flour® 488; FITC = FITC Sigma F-5262; DAB = DAB
Vector Kit)
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4.5 Abhängigkeit des primären Antikörpertiters vom Einbettmedium
Besteht ein Zusammenhang zwischen der Höhe des primären Antikörpertiters und dem Ein-
bettmedium, unabhängig von der zu färbenden Spezies und dem sekundären Antikörper? Um
diese Frage zu beantworten, wurden alle Antikörpertiter, die positive Färbeergebnisse brachten
unter Berücksichtung der Spezies, des Einbettmediums und des sekundären Antikörpers (ohne
Beachtung des Verdaus) in Tabelle 4.3 eingetragen. Anschließend wurden die für ein positives
Färbeergebnis minimal nötigen primären Antikörpertiter in Abhängigkeit vom Einbettmedium
in Balkendiagramme übertragen. Während die Werte des primären Antikörpertiters bei in Par-
affin eingebetteten Augen im Mittel bei ca. 1:340 liegen (Abbildung 4.18), sind im Vergleich
dazu bei Technovit® 8100 bis zu vierfach höhere primäre Antikörpertiter nötig, um positive
Färbeergebnisse zu erreichen (Abbildung 4.19). Bei in Technovit® 9100 sind im Verhältnis
dazu nur geringfügig höhere – maximal doppelt so hohe – primäre Antikörpertiter für positive
Färbeergebnisse nötig (Abbildung 4.20).
Abbildung 4.18: Abhängigkeit des minimal nötigen primären Antikörpertiters für positive Färbe-
ergebnisse vom Einbettmedium Paraffin bei Kaninchen und Schwein. Sekun-
däre Antikörper: Alexa Flour® 488 (Alexa) und DAB Vector Kit (DAB). *Bei Anti-
Laminin Sigma L-9393 wurde FITC Sigma F-0511 als sekundärer Antikörper ver-
wendet.
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Abbildung 4.19: Abhängigkeit des minimal nötigen primären Antikörpertiters für positive Färbe-
ergebnisse vom Einbettmedium Technovit® 8100 bei Kaninchen und Schwein.
Sekundärer Antikörper: Alexa Flour® 488 (Alexa). *Bei Anti-Laminin Sigma L-
9393 wurde FITC Sigma F-0511 als sekundärer Antikörper verwendet.
Abbildung 4.20: Abhängigkeit des minimal nötigen primären Antikörpertiters für positive Färbe-
ergebnisse vom Einbettmedium Technovit® 9100 bei Kaninchen und Schwein.
Sekundäre Antikörper: Alexa Flour® 488 (Alexa), FITC Sigma F-5262 und DAB
Vector Kit (DAB). *Bei Anti-Laminin Sigma L-9393 wurde FITC Sigma F-0511 als
sekundärer Antikörper verwendet.
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5 Diskussion
Das Ziel dieser Arbeit war zu zeigen, dass die immunhistochemischen Färbungen auch mit
in Technovit® 8100 und 9100 eingebettetem Gewebe möglich sind. Außerdem sollten die Er-
gebnisse qualitativ mit in Paraffin eingebettetem Gewebe vergleichbar sein. Wie aus den oben
dargestellten Ergebnissen hervorgeht, konnte dieses Ziel zumindest mit dem Einbettmedium
Technovit® 9100 erreicht werden (siehe Tabelle 5.1).
Einbettmedium Einbettungsdauer mögliche Färbungen Qualität der Färbungen
Paraffin 2 Tage alle Färbungen möglich +++
Technovit® 8100 1 Woche alle Färbungen möglich +
außer der
immunhistochemischen
Färbemethode mit DAB
Technovit® 9100 > 4 Wochen alle Färbungen möglich +++
Tabelle 5.1: Ergebnisübersicht über die Immunhistochemischen Färbungen. (+++ = stark positi-
ves Färbeergebnis; ++ = positives Färbeergebnis; + = schwach positives Färbeer-
gebnis)
Die Färbungen für alle Antikörper bei dem in Technovit® 9100 eingebetteten Augen erge-
ben bei Antikörpertiter Färbemuster und Färbeintensitäten ähnliche Ergebnisse, wie bei dem in
Paraffin eingebettetem Schweineauge. Das lässt sich auch einfach erklären. Bei beiden Metho-
den wird das Einbettmedium (Paraffin und Technovit® 9100) vor der immunhistochemischen
Färbung vollständig entfernt. Die Paraffinschnitte werden dazu mit Xylol entparaffiniert, wäh-
rend die Technovit® 9100 Schnitte mit Xylol und 2-Methoxyethylacetat entplastet werden.
Bei beiden Methoden wird also das reine Gewebe ohne umgebene Matrix gefärbt, weshalb
sich auch die selben Färbeergebnisse zeigen. Somit ist Technovit® 9100 sehr gut für die Diffe-
renzierung zwischen Gliose und Fibrose auch bei Retina-Implantat-Scaffolds geeignet. Aller-
dings dauert die Einbettung in Technovit® 9100 ungefähr vier Wochen und ist technisch sehr
aufwendig, was einen großen Nachteil dieser Färbemethode darstellt.
Bei in Technovit® 8100 eingebetteter Retina ergeben zwar alle Antikörperfärbungen ähn-
liche Färbemuster wie bei in Paraffin eingebetteter Retina. Für positive Färbungen sind je-
doch sehr viel höhere primäre Antikörpertiter nötig und die Färbungen sind nur punktförmige
Muster. So können die Antikörper nicht direkt das Gewebe penetrieren, sondern müssen erst
die Kunststoffoberfläche überwinden. Dies ist möglich, wenn der Kunststoff zuvor mit 10%
Wasserstoffperoxid für 1 Stunde bei 37 ◦C im Dunkeln angeätzt wurde. Dadurch entstehen Po-
ren in der Kunststoffoberfläche, durch die der Antikörper mit dem Gewebe in Kontakt treten
kann. Folglich können nur Punkte der Oberfäche von in Technovit® 8100 eingebettetem Ge-
webe immunhistochemisch gefärbt werden. Es entstehen Anschnittbilder des Gewebes, wobei
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kaum ganze Zellen zu finden sind. Außerdem werden viel weniger Fasern und Zellstrukten
angefärbt, wenn nur die Gewebeoberfläche anfärbbar ist. Man erkennt in welchen Schichten
Strukturen angefärbt werden, aber eine Zuordnung der punktförmigen Färbemuster zu anato-
mischen Strukturen ist nur unter Vorbehalt möglich. Dies macht eine eindeutige Identifizie-
rung besonders von Zellfortsätzen unmöglich. Weiterhin konnten mit der DAB-Färbemethode
bei keinem Versuch positive Färbeergebnisse erreicht werden.
Durch die zwar postitiven aber schlecht auswertbaren Ergebnisse von in Technovit® 8100
eingebetteten Augen eignet sich dieser Kunststoff für die immunhistochemische Färbemetho-
de zur Differenzierung zwischen Gliose und Fibrose nicht. Interessant bleibt trotzdem die Tat-
sache, dass positive Färbeergebnisse mit der immunhistochemischen Färbemethode mit DAB
bei in Technovit® 8100 eingebettetem Gewebe bis jetzt nicht erreichbar sind. Dies könnte
mehrere Gründe haben, die hier kurz diskutiert werden sollen.
Zum bessern Verständnis wird die immunhistochemische Färbemethode mit DAB noch ein-
mal kurz zusammengefasst. Zuerst muss der Kunststoff mit 10%-tigemWasserstoffperoxid für
1 Stunde bei 37 ◦C im Dunkeln angeätzt werden. Danach erfolgt der optionale Verdau und das
Blocken des unspezifischen Hintergrundes. Anschließend kommt die Inkubation des primären
und des sekundären Antikörpers und die Inkubation des Avidin-Biotin-Komplexes. Erst da-
nach wird mit der DAB-Färbelösung und optional mit Hämalaun gefärbt.
Das Anätzen des Kunststoffes mit 10%-tigem Wasserstoffperoxid stellt gleichzeitig das
Blocken der endogen Peroxidase dar. Die dabei verwendete Konzentration von Wasserstoff-
peroxid könnte zu stark sein und die Antigenstruktur zerstören. Bei der immunhistochemi-
schen Färbemethode mit dem sekundären Fluoreszenzantikörper Alexa Flour® 488 wurde die
gleiche Konzentration Wasserstoffperoxid zum Anätzen der Kunststoffoberfläche benutzt und
diese Färbungen funktionierten, so dass die Antigenstruktur durch 10%-tiges Wasserstoffper-
oxid nicht zerstört werden kann. Andersherum könnte die Wasserstoffperoxidkonzentration
von 10% zu schwach sein, um die ganze endogene Peroxidase zu blockieren. Davon ist aber
nicht auszugehen, da in der Produktbeschreibung von Technovit® 810052 nur 0,6%tiges Was-
serstoffperoxid verwendet wird. Weiterhin soll man laut dieser Produktbeschreibung das in
Technovit® 8100 eingebettete Gewebe mit Trypsin (Verdau) zur besseren Penetration des pri-
mären Antikörpers vorbehandeln. Zum einen wurde bei den Ergebnissen erläutert, dass mit
dem Verdau bei den hier verwendeten Antikörpern keine qualitativ besseren Ergebnisse er-
zielt werden konnten, als ohne Verdau. Zum anderen konnte mit der immunhistochemischen
Färbemethode mit dem sekundären Fluoreszenzantikörper Alexa Flour® 488 erfolgreich ge-
zeigt werden, dass der Verdau keinen Einfluss auf die Penetration der Antikörper durch den
Kunststoff an die Epitope der Antigene hat. Weiterhin sind die histologischen Färbungen bei
Technovit® 8100 von der Farbintensität schwächer als bei in Paraffin eingebettetem Gewe-
be, da bei den Färbungen der Kunststoff nicht aus dem Gewebe gelöst werden kann und so
die verschiedenen Farbstoffe wie zum Beispiel Hämalaun erst durch den Kunststoff pene-
trieren müssen. Also könnte bei den Immunhistochemischen Färbungen die Einwirkzeit des
DAB-Färbekomplexes auf das Gewebe zu kurz sein. Deshalb wurde die Inkubation mit dem
DAB-Färbekomplex von normalerweise 15min auf 1 Stunde erhöht, was auch keine positiven
Ergebnisse lieferte. Die Inkubationsdauer auf mehr als 1 Stunde zu erhöhen hat keinen Sinn,
da sich der DAB-Färbekomplex nach 1 Stunde zersetzt und dann nicht mehr zu verwenden ist.
Es bleibt noch eine Hyptothese, warum die immunhistochemische Färbemethode mit DAB
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bei in Technovit® 8100 eingebettetem Gewebe nicht funktioniert. DAB ist ein saurer Farb-
stoff. Da der Kunststoff bei den immunhistochemischen Färbungen nicht vollständig entfernt
wird, könnte dieser also mit dem DAB reagieren, was ein Versagen der immunhistochemi-
schen Färbemethode mit DAB zur Folge haben könnte.
Abschließend kann man sagen, dass ein optimaler Kunststoff für immunhistochemische Un-
tersuchungen an Gewebe-Implantat-Scaffolds derzeit nicht zur Verfügung steht. Ein solcher
Kunststoff sollte wie Paraffin eine kurze Einbettdauer und einfache Einbettprozedur haben.
Weiterhin sollte er so hart sein, dass auch Gewebe-Implantat-Scaffolds eingebettet und verar-
beitet werden können. Für die eigentlichen immunhistochemischen Färbungen besteht an den
Kunststoff zusätzlich der Anspruch vollständig entfernbar zu sein. Nur so kann man optima-
le Färbeergebnisse mit der Immunhistochemie erreichen, wie man bei den Versuchen mit in
Technovit® 9100 eingebettetem Gewebe sehen kann.
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6 Zusammenfassung
In Deutschland erblinden jährlich rund 17 000 Menschen. Hauptsächlich daran mitbeteiligt
sind die degenerativen Retinopathien, wobei die derzeitig vorhandenen Therapien nur sehr be-
grenzte Heilungschancen liefern. Um unter anderem Menschen mit diesem Formenkreis von
Erkrankungen zu helfen, wird im Projekt RETINA-IMPLANTAT an einer Retinaprothese ge-
forscht. Ein Teilaspekt dieser Forschung sind die Langzeitbiokompatibilitätsversuche. Dabei
wird die Prothesenhülle bestehend aus Silikon in jeweils eines von zwei Katzen-, Schweine-,
Minipig- oder Kaninchenaugen implantiert und dort über verschiedene Zeiträume im Induvi-
duum belassen. Danach wird das Tier getötet. Beide Augen werden enukleiert und histologisch
aufgearbeitet. Idealerweise sollte die biologische Befestigung der Prothesenhülle durch eine
Gliose und nicht durch eine Fibrose erfolgen. Die Differenzierung zwischen Gliose und Fibro-
se ist nicht immer eindeutig, so dass die Immunhistochemie eine optimale Ergänzung zu den
herkömmlichen histologischen Untersuchungsverfahren darstellt. Standartmäßig wird histo-
logisch zu untersuchendes Gewebe in Paraffin eingebettet. Mit dieser Methode sind aber die
Retina-Implantat-Scaffolds nicht darstellbar. Paraffin ist als Einbettmedium zu weich. Man be-
nötigt ein härteres Einbettmedium wie Technovit®. Da es aber über die immunhistochemische
Färbemethode mit Technovit® 8100 und 9100 außer der Produktinformation von Technovit®
810052 keine Literatur gibt, soll mit dieser Arbeit eben diese Methode an physiologischen Au-
gen ohne Implantat etabliert werden. Dafür wurden jeweils Augen von Kaninchen, Schwein
und Minipig in Paraffin und Augen von Kaninchen und Schwein in Technovit® 8100 und 9100
eingebettet. Danach wurden von den eingebetteten Augen 2µm dicke Schnitte angefertigt und
anschließend immunhistochemisch gefärbt. Außerdem wurden noch Schnitte von einem fi-
brotischen in Paraffin eingebetteten Kaninchenauge (RI014/02) immunhistochemisch gefärbt.
Die Färbeergebnisse wurden abhängig vom Einbettmedium miteinander verglichen. Weiterhin
wurden die Ergebnisse im Hinblick auf die Möglichkeit zur Differenzierung zwischen Gliose
und Fibrose geprüft. Die immunhistochemischen Färbeergebnisse von in Paraffin eingebet-
teten Augen dienten dabei als Kontrollaugen. Als Ergebnis kann man festhalten, dass sich
die immunhistochemischen Färbungen bei in Technovit® 8100 eingebetteten Augen nicht zur
Identifikation oder zur Darstellung von unbekannten beziehungsweise veränderten Strukturen
eignen, wie sie zum Beispiel bei einer Gliose oder Fibrose zu erwarten sind. Zusätzlich stellte
sich für diese Methode nachteilig heraus, dass für die Färbungen höhere Antikörpertiter nötig
sind, und dass die Färbungen mit der DAB Färbemethode nicht möglich sind. Währendessen
zeigten sich bei den immunhistochemischen Färbungen mit in Technovit® 9100 eingebetteten
Augen die selben Färbemuster bei ähnlichen Antikörpertitern wie bei in Paraffin eingetteten
Augen. Diese Methode kann damit zur genauen Darstellung der Retina-Implantat-Scaffolds
in Bezug auf die Differenzierung zwischen Gliose und Fibrose verwendet werden. Nachteilig
für diese Methode ist die technisch sehr aufwendige und zeitintensive Einbettung des Gewe-
bes in Technovit® 9100. Folglich steht ein optimaler Kunststoff für die immunhistologischen
Untersuchungen an Gewebe-Implantat-Scaffolds derzeit nicht zur Verfügung.
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